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2.1 Die physiologische mechanische Dehnung der Lunge 
 
Bereits in ihrer pränatalen Entwicklung ist die Lunge des Fötus mechanischen Stimuli 
ausgesetzt, welche eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung und Ausreifung der fetalen 
Lunge spielen (Harding et al. 1991). Es wird angenommen, dass fetale Atemübungen der 
wichtigste Wachstumsstimulus für die fetale Lunge sind (Kitterman 1996). So konnte gezeigt 
werden, dass mechanische Dehnung von fetalen Lungenzellen in Ratten zu einer massiven 
Erhöhung der Proteinkinase-C-Aktivität (PKC-Aktivität) und nachfolgend zu einer 
Proliferation des Lungengewebes führt (Liu et al. 1995). Diese fetalen Atemübungen sind 
außerdem an der Ausbildung von Alveolarsepten beteiligt, welche für das extrauterine 
Überleben essentiell sind. Durch die Atemübungen wird eine Ausdünnung mesenchymalen 
Gewebes durch Apoptose, eine Proliferationshemmung der Lunge sowie eine Inaktivierung des 
Zellzyklus induziert und folgend endotheliale Zellen sowie Pneumozyten in Position gebracht 
(Sanchez-Esteban et al. 2002). Mechanische Dehnung scheint ebenfalls ein proliferativer 
Stimulus für humane Lungenfibroblasten zu sein, welche durch autokrine Sekretion von 
Wachstumsfaktoren in ihrem Wachstum angeregt werden (Bishop et al. 1993). Zudem ist die 
physiologische mechanische Dehnung der Lunge durch die Ausbildung reaktiver 
Sauerstoffspezies (ROS) an der Angiogenese von pulmonalen Gefäßen beteiligt (Birukov 
2009). 
Doch nicht nur in der fetalen Lunge scheint die physiologische mechanische Dehnung von 
essentieller Bedeutung für die Differenzierung und Aufrechterhaltung der Lungenhomöostase 
zu sein. Auch in der adulten Lunge kommt den durch die Atmung induzierten zyklischen 
Dehnungsprozessen eine besondere Bedeutung hinsichtlich einer korrekten Lungenfunktion zu. 
Nach der Geburt öffnen sich durch die ersten Atmungs- und Schreiaktivitäten des 
Neugeborenen sowie der vorhergehenden, in der 24. Schwangerschaftswoche beginnenden 
Surfactant Produktion erstmals die Alveolen. Die bis dahin die Lunge ausfüllende Flüssigkeit 
wird durch den entstehenden Druck aus den Alveolen gepresst. Während der nachfolgenden 
Wachstumsphasen und der anschließenden Adoleszenz ist die Lunge durch die Atmung 
dauerhaft mechanischer Dehnung ausgesetzt, welche Einfluss auf das weitere Lungenwachstum 
und  die  Zelldifferenzierung  ausübt  (Hooper  und  Wallace  2006;  Young  et  al.  2015). 
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Experimentelle Studien haben gezeigt, dass sich durch mechanische Dehnung das Verhältnis 
von Typ 2- und Typ 1- Zellen in Richtung der Typ 1 Zellen verschiebt, welche durch ihre Form 
die Blut- Gas- Barriere bilden (Sanchez-Esteban et al. 2001). 
Auch nach einer lokalen Schädigung der Lunge im Rahmen einer Pneumektomie kommt den 
durch Dehnung erzeugten Stimuli Bedeutung zu. Es hat sich gezeigt, dass für das 
kompensatorische Wachstum nach solchen Eingriffen stets eine mechanische Stresseinwirkung 
auf das Lungengewebe nötig ist, um ein Remodeling der Gewebearchitektur zu induzieren 
(Young et al. 2015). Aktuelle Studien zeigen für das kompensatorische Lungenwachstum nach 
Pneumektomie in Mäusen eine Assoziation zwischen Chymotrypsin-like Elastase 1 (Cela1) und 
einem Elastin-abhängigen Remodeling (Joshi et al. 2016). 
Besonders wichtig für eine funktionierende Atmung ist das durch alveolar Typ 2 gebildete 
Surfactant, welches die Oberflächenspannung der Alveolen durch seine Eigenschaft als 
oberflächenaktive Substanz soweit herabsetzt, dass eine physiologische Atmung möglich wird 
(Hamm et al. 1992). Surfactant besteht im Wesentlichen aus Phospholipiden, Neutrallipiden, 
Proteinen und Ca²⁺ (Haagsman und Diemel 2001). Wirtz und Dobbs beschreiben den Einfluss von 
physiologischer mechanischer Dehnung auf alveolar Typ 2 Zellen und deren Ca²⁺- Freisetzung. 
Diese weisen kurze Zeit nach erfolgter Dehnung auf einer Silikonmembran eine gesteigerte 
intrazelluläre Ca²⁺-Freisetzung auf und darauf folgend eine für bis zu 30 Minuten erhöhte 
Exozytose von Surfactant (Wirtz und Dobbs 1990). Ebenfalls lässt sich nach zyklischer 
mechanischer Dehnung eine erhöhte Expression von RNA nachweisen, welche für Surfactant 
kodiert (Sanchez-Esteban et al. 2001). Somit ist die zyklische mechanische Dehnung der Lunge 
im Rahmen physiologischer Atemtätigkeit nicht nur eine Notwendigkeit, um durch Unterdruck 
eine optimale Ventilation zu erzeugen und dem Körper einen ausreichenden Gasaustausch zu 
ermöglichen. Vielmehr ist sie elementar an der Entwicklung und Ausbildung der Lunge im 
Rahmen des fetalen Wachstums, sowie an der Aufrechterhaltung der alveolären Homöostase 
beteiligt und gewährleistet durch Induktion zellulärer metabolischer Stimuli sowie 
Aufrechterhaltung der Lungenmatrix die korrekte Funktion des Organs. 
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2.2 Die unphysiologische Dehnung der Lunge 
 
Nach der Betrachtung des Einflusses physiologischer zyklischer Dehnung der Lunge und deren 
Konsequenzen vor und nach der Geburt im vorherigen Abschnitt soll nun die Wirkung von 
pathologischer mechanischer Dehnung auf die Lunge genauer betrachtet werden. Im Folgenden 
soll nun eine Darstellung der relevanten Parameter pathologischer mechanischer Dehnung und 
die durch diese Einflussgrößen ausgelösten pathologischen Vorgänge erfolgen. 
Die mechanische Ausdehnung des Lungengewebes wird maßgeblich durch die Parameter 
Frequenz der Dehnung, Dehnungsamplitude und Dauer der Einwirkung determiniert. Häufig 
resultiert die Schädigung aus einer pathologischen Erhöhung dieser Parameter. Es kann jedoch 
auch bereits pränatal durch eine Erniedrigung oder das Ausbleiben von fetalen Atemübungen 
zu einer Schädigung der Lunge kommen, welches mit einer nachfolgenden Hypoplasie der 
kindlichen Lunge oder dem Auftreten von Oligohydramnions assoziiert sein kann (Harding 
1997). 
Auch im Rahmen von intensivmedizinisch beatmeten Patienten kommt es zu mechanischem 
Stress, welcher das Lungengewebe schädigen kann. Besonderes Augenmerk der Forschung lag 
bisher auf den Einflüssen des mechanisch induzierten Stresses auf alveoläre epitheliale Typ 2 
Zellen, welche besonders sensibel auf mechanische Dehnung reagieren. So konnte gezeigt 
werden, dass in Abhängigkeit erhöhter Dehnungsfrequenzen und Dehnungsamplituden erhöhte 
Lactatdehydrogenase (LDH) Konzentration im Überstand gedehnter alveolar Typ 2 Zellen 
sowie eine erhöhte Apoptose und Nekroserate nach kurzzeitiger Dehnung resultieren und somit 
eine Lungenschädigung ausgelöst werden kann (Hammerschmidt et al. 2004). 
Auf gleiche Weise kann gezeigt werden, dass unphysiologische mechanische Dehnung zu einer 
verminderten Bildung von dem endogenen anti-apoptotischen Faktor Bradykinin sowie 
Phosphoinositol-3-Kinase (PK3I) führt, sowie nachfolgend zu einer Reduktion der 
Mitochondrienmembran-stabilisierenden Proteine Bcl-2/Bcl-XL (Hammerschmidt et al. 2007). 
Dieselbe Arbeitsgruppe konnte ebenfalls zeigen, dass unter dem Einsatz von ACE-Hemmern 
(Captopril) sowie L-Arginin und VEGF die durch den oben vermittelten Mechanismus 
induzierte Apoptose der gedehnten alveolar Typ 2 Zellen gehemmt werden kann 
(Hammerschmidt et al. 2004; Kuhn et al. 2010). 
Auch für den mTOR Inhibitor Rapamycin kann für humane mikrovaskuläre Endothelzelle ein 
protektiver Effekt hinsichtlich mechanischer Dehnung festgestellt werden (Raaz et al. 2009). 
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Darüber hinaus wird die Produktion pro- und antiinflammatorischer Zytokine maßgeblich durch 
die zyklische Dehnung der Lunge beeinflusst. In alveolar Typ 2 Zellen kann ebenfalls eine 
erniedrigte Konzentration von dem antiinflammatorischen Zytokin IL-10 nach 
unphysiologischer Dehnung nachgewiesen werden (Hammerschmidt et al. 2005). 
Des Weiteren kann nach 24-stündiger unphysiologischer Dehnung eine erhöhte Sekretion 
inflammatorischer Zytokine durch Lipopolysaccharid-Stimulation (LPS) gemessen werden, 
welches eine Intensivierung der Apoptose zur Folge hat (Ning et al. 2012). Ebenfalls führte die 
Überdehnung sowie die LPS zu einer erhöhten Aktivität des immunmodulierenden 
Transkriptionsfaktors NF-κB (Kuhn et al. 2014). 
Nicht nur Veränderungen intrazellulärer Signalwege sind Folge von zyklischer Dehnung von 
Lungengewebe. Es gibt zusätzlich vielfältige Einflüsse und Anpassungen hinsichtlich der 
Expression von Rezeptoren auf der Zelloberfläche, genauso wie eine Neuarrangierung des 
Zytoskeletts und der Plasmamembranstruktur nachweisbar ist (Dos Santos und Slutsky 2000; 
Hu et al. 1998; Pugin 2003; Vlahakis et al. 2001). Da sich die meisten dieser Untersuchungen 
auf die Auswirkung von unphysiologischer mechanischer Dehnung auf alveolar Typ 2 Zellen 
beziehen, kann deren Anteil an der Entstehung dehnungsassoziierter Krankheitsbilder wie zum 
Beispiel ventilator induced lung injury (VILI) oder Lungenfibrose immer besser verstanden 
werden kann. 
Für die Komplettierung des Verständnisses dieser Zusammenhänge müssen auch andere an 
diesen Krankheitsbildern beteiligte Zellen betrachtet werden. So zeigen beispielsweise auch 
humane pulmonale Fibroblasten nach zyklischer Dehnung einen hauptsächlich durch 
mechanosensitive Ionenkanäle verursachten intrazellulären Ca²⁺-Anstieg (Murata et al. 2014). 
Auch auf Seiten der inflammatorischen Kaskade kann in fetalen Lungenfibroblasten der Maus 
eine durch mechanische zyklische Dehnung induzierte Erhöhung der Zytokine und der 
Chemokine IL-1β, MCP-1, RANTES, IL-6, KC und TNF-α festgestellt werden (Hawwa et al. 
2011). Zudem wurde der Einfluss des profibrotischen Wachstumsfaktors transforming growth 
factor-β1 auf Myofibroblasten im Kontext der Fibroseentstehung (Hinz 2012) sowie eine 
Hochregulierung der COX-2 mRNA in Abhängigkeit zyklischer mechanischer Dehnung 
beschrieben (Kato et al. 1998). 
Jedoch sind die genauen Abläufe von der Entstehung von Fibrose und der Einfluss 
unphysiologischer zyklisch-mechanischer Dehnung auf Fibroblasten als Produzenten 
extrazellulärer Matrix bis heute weitgehend unbekannt und bedürfen weiterer Forschung. Diese 
Arbeit wird sich daher mit der Sekretion fibrosemodulierender Zytokine und 
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2.2.1 Das Akute Atemnotsyndrom (ARDS) 
 
 
Erstmals wurde das akute Atemnotsyndrom (adult respiratory distress syndrom, ARDS) 1967 
als ein Syndrom von Tachykardie, Hypoxämie und Verlust der Compliance bei Erwachsenen 
beschrieben (Ashbaugh et al. 1967). Wegen der klinischen Symptomatik wurde es ähnlich dem 
infant respiratory distress syndrom (IRDS) benannt. 
 
 
2.2.1.1 Definition  
 
 
Das heutige acute respiratory distress syndrom (ARDS) wird in drei Schweregrade eingeteilt, 
welche abhängig vom Sauerstoffpartialdruck vergeben werden (vgl. Tabelle 1). 
Tabelle 1: Schweregradeinteilung des ARDS 
 
Mildes ARDS PaO2/FiO2 = 201–300 mmHg bei PEEP ≥5cm H2O 
Moderates ARDS PaO2/FiO2 = 101–200 mmHg bei PEEP ≥5cm H2O 
Schweres ARDS PaO2/FiO2 ≤100 mmHg bei PEEP ≥5cm H2O 
 
 
Voraussetzung für die Diagnosestellung ist ein akuter Beginn, bilaterale diffuse Infiltrate der 
Lunge im Röntgen-/CT Thorax und der Ausschluss eines kardialen Lungenödems in Folge einer 
Linksherzinsuffizienz sowie ein PaO₂/FiO₂ >300 mmHg und PEEP ≥ 5cm Wassersäule. Die 
Unterscheidung zwischen acute lung injury (ALI) und ARDS in Abhängigkeit der 
Oxygenierungsleistung ist seit 2012 obsolet (Ranieri et al. 2012). 
 
 
2.2.1.2 Ätiologie und Pathogenese  
 
 
Die Inzidenz des ARDS wird je nach Studie zwischen 5-50/100.000/Jahr angegeben (Herold 
2015). Die Entstehung kann in eine indirekte Schädigung, etwa durch Sepsis, Pankreatitis oder 
Polytrauma und konsekutiver Fettembolie, und in direkte pulmonale Schäden eingeteilt werden. 
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Unter den indirekten Schäden sind Pneumonien und Sepsis die häufigste Ursache (Valta et al. 
1999). Auch in Folge von Aspirationen, Inhalation toxischer Gase, Medikamentenintoxikation 
oder Lungentransplantation kann es zu einem ARDS kommen. Die Pathogenese ist jedoch 
unabhängig des auslösenden Stimulus gleich. Durch eine erhöhte Kapillarpermeabilität entsteht 
ein Lungenödem, welches nachfolgend mit einem Untergang an Typ 2 Pneumozyten 
einhergeht. Durch Verlust dieser Surfactant produzierenden Lungenepithelzellen erhöht sich 
die Oberflächenspannung der Lunge und es resultieren Mikroatelektasen, die Bildung hyaliner 
Membranen und die Ausprägung eines alveolären Lungenödems mit resultierender Hypoxie 
(Mann und Early 2012). Die Folge ist die Entstehung einer irreversiblen Lungenfibrose und 
somit eine Verschlechterung der Diffusions- und Perfusionsleistung. Die Therapie besteht in 
einer möglichst frühzeitigen Behebung der Ursache sowie einer lungenprotektiven Beatmung 
(Nieman et al. 2015). 
 
 
2.3 Lungenschädigung durch Beatmung (VALI/VILI) 
 
Auch beinahe 40 Jahre nach der Erstbeschreibung des ARDS ist dessen Behandlung eine große 
Herausforderung für die moderne intensivmedizinische Versorgung von Patienten. Besonders 
im Kontext eines ARDS ist es nötig, eine verschlechterte Oxygenierung des Patienten im 
Kontext einer geminderten Gasdiffusion durch das verdickte Lungeninterstitium mit Hilfe 
maschineller Beatmung zu verbessern. Hierbei entwickelte sich im Laufe der Jahre eine 
Vielzahl verschiedener Therapieregime, welche unter Umständen das Ausmaß der negativen 
Folgen noch vergrößern können (ARDS Network 2000). Besonders ist hier die 
beatmungsassoziierte Lungenschädigung zu nennen, welche durch die Wahl zu hoher 
Tidalvolumina und Beatmungsdrücke iatrogen induziert wird und für dessen Entstehung im 
Besonderen bereits vorbelastete Patienten prädisponiert sind (Biehl et al. 2013). Zusätzlich ist 
der Grad der Schädigung auch von der Dauer der Beatmung abhängig, wie im Tiermodell 
gezeigt werden kann (Dreyfuss und Saumon 1998). 
An dieser Stelle sollen kurz die zwei Pathomechanismen Volutrauma und Atelekttrauma 
erwähnt werden. Im Tiermodell kann gezeigt werden, dass durch zu hohe Tidalvolumina (VT) 
die Blut-/Gas- Barriere gestört wird und als Folge Lungenödeme und diffuse Alveolarschäden 
entstehen (Dreyfuss et al. 1988). Dieser Prozess ist als Pathomechanismus Volutrauma bekannt. 
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Der Pathomechanismus Atelekttrauma hingehen ist die Folge von zu geringem 
endexpiratorischen Druck, in dessen Folge am Ende jedes Atemzyklus Alveolen kollabieren 
und anschließend durch den Beatmungsdruck am Anfang eines Atemzyklus wieder eröffnet 
werden (Marchenkov et al. 2012). Dies führt zu Mikrorissen in Folge gesteigerte Scherkräfte 
und einer erhöhten Volumenbelastung nicht kollabierter Alveolen (Mead et al. 1970). Durch 
den so auf die Lunge ausgeübten mechanischen Stress kommt es im Lungeninterstitium zu einer 
Sekretion verschiedener proinflamatorischer Zytokine und einer Modulation des 
Apoptoseverhaltens des Gewebes (Vlahakis et al. 1999; Ricardo H. Bardales et al. 1996). 
Um diesen Schädigungen vorzubeugen wird heutzutage im Rahmen der lungenprotektiven 
Beatmung von Patienten ein niedriges Atemzugvolumen sowie ein ausreichend hoher positive 
endexpiratory pressure (PEEP) verwendet (Nieman et al. 2015). Zusammenfassend lässt sich 
sagen, dass vor allem niedrige Beatmungsdrücke und ein ausreichend hoher PEEP für die 
lungenprotektive Beatmung vorgeschädigter Patienten das Outcome verbessern. 
So ist besonders die optimale Beatmungsstrategie im Blickfeld der Forschung. Es kann zum 
Beispiel gezeigt werden, dass sehr niedrige Tidalvolumina (3ml/kg) in Tierversuchen in 
Kombination mit einer extrakorporaler CO₂-Eliminierung sowie einer frühen, unterstützten 
Spontanatmung Entzündungsmediatoren senken können (Bein et al. 2013). Auch die genaue 
Auswirkung der Sekretion verschiedener Zytokine auf die Entstehung von Fibrose durch 
mechanische Dehnung wird verstärkt erforscht, konnte jedoch noch nicht vollständig aufgeklärt 
werden. Besonders hervorzuheben ist, dass seit langer Zeit der Zusammenhang zwischen der 
klinischen Ausbildung eines meist letalen fibrotischen Umbaus der Lunge und einer 
vorhergehenden mechanischen Beatmung im Rahmen eines ARDS bekannt ist und dieser 
mehrfach beschrieben wurde. 
Trotz Forschungserfolgen in den vergangenen Jahren sind die einzelnen molekularen 
Pathomechanismen der Fibroseentstehung noch nicht vollständig aufgeklärt (Burnham et al. 
2014; Gaudry et al. 2014; Günther et al. 2001; Zhang et al. 2015; Burnham et al. 2014; Entzian 
et al. 1990; Wuyts et al. 2013). Deswegen wird sich die vorliegende Arbeit auf die durch 
mechanische Dehnung induzierten Veränderungen hinsichtlich fibrosemodulierender 






In den vorhergehenden Abschnitten wurde bereits erläutert, dass es bei nicht lungenprotektiv 
beatmeten Patienten sowie bei im Rahmen von ARDS, Sepsis oder Pneumonie stark 
vorbelasteten, lungenprotektiv beatmeten Patienten zur Ausbildung einer bis heute nicht kausal 
behandelbaren, mechanisch induzierten Lungenfibrose kommen kann (Burnham et al. 2014; 
Entzian et al. 1990; Wuyts et al. 2013). Um diese Erkrankung und die in der folgenden Arbeit 
dargestellten Pathomechanismen besser verstehen zu können, folgt nun ein Überblick über die 





Die Lungenfibrose ist eine chronisch fortschreitende Entzündung des Lungeninterstitiums unter 
Einbeziehung der alveolo-kapilären Membranen mit dem Leitbefund eines bindegewebigen 
Umbaus des Interstitiums. Dabei ist die Lungenfibrose meist nicht die primäre Krankheit, 
sondern die Endstrecke einer Vielzahl unterschiedlicher bekannter und unbekannter 
schädigender Einwirkungen auf die Lunge und ihr Gewebe. In dessen gemeinsamer Endstrecke 
steht die bindegewebige Strukturveränderung des Organs als Auslöser für die klinischen 
Symptome der Lungenfibrose (Herold 2015). 
 
 
2.4.2 Ätiologie und Pathogenese 
 
Die Ursachen einer Lungenfibrose sind vielfältig und können grundsätzlich in zwei Kategorien 
eingeteilt werden. Bei der Hälfte der Fälle sind bekannte Ursachen für die Erkrankung 
verantwortlich, während bei der anderen Hälfte der Fälle keine bekannte Ursache existiert 
(Herold 2015). Die Lungenfibrose unbekannter Ursache wird als idiopathische interstitielle 
Pneumonie (IIP) klassifiziert (J. Behr, A. Günther, W. Ammenwerth 2013). Zu den bekannten 
Ursachen zählen unter anderem Infektionen, zum Beispieldurch Pneumocystis jirovecii sowie 
verschiedene Viren, durch inhalative Noxen entstandene Erkrankungen wie Pneumokoniosen, 
welche durch anorganische Stäube ausgelöst werden, oder durch organische Stäube ausgelöste 
Erkrankungen wie die Exogen-allergische Alveolitis sowie Gase, Dämpfe, Räuche und 
Aerosole aus verschiedenen Gefahrstoffen (Erdogdu und Hasirci 1998; Green et al. 2007; 
Calderón et al. 2010; Hoek et al. 2013). Auch nicht inhalative Noxen können einer 
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Lungenfibrose zu Grunde liegen, wie z. B. das Herbizid Paraquat, eine im Rahmen einer 
Exposition Ionisierender Strahlen entstandene Strahlenpneumonitis oder die Einnahme 
verschiedener Pharmaka (hauptsächlich Amiodaron, Bleomycin und Busulfan) (Lotz und 
Fasske 1986; Morgenthau und Padilla 2009). Zudem können auch kardiovaskuläre 
Erkrankungen Ursache für die Ausbildung einer Lungenfibrose sein, besonders im Falle des 
zuvor erläuterten ARDS sowie der sogenannten „Fluid lung“ bei chronischer Niereninsuffizienz 
oder die chronische Stauungslunge bei Linksherzinsuffizienz. Auch verschiedene 
Systemerkrankungen zählen zu den bekannten Auslösern. So kann es zum Beispiel im Rahmen 
von Sarkoidose, der rheumatoiden Arthritis sowie bei Kollagenosen, Vaskulitiden und einigen 
Speichererkrankungen ebenfalls zu diffusen Lungenparenchymerkrankungen kommen 





Obwohl die Ursachen für die Entstehung einer Lungenfibrose vielfältig sein können, ist die 
Klinik der Erkrankung über alle Pathomechanismen hinweg stets ähnlich. So zeigen Patienten 
primär eine sich im Verlauf der Erkrankung verschlechternde Belastungsdyspnoe und 
trockenen Reizhusten sowie in späteren Krankheitsstadien Ruhedyspnoe und Tachypnoe. Die 
Atmung der betroffenen Patienten ist auf Grund des interstitiellen fibrotischen Umbaus des 
Lungengewebes oberflächlich schnell. Betroffene Patienten zeigen zudem das „Door-stop- 
Phänomen“, welches einen Atemstopp bei tiefer Inspiration beschreibt. Durch die 
Eingeschränkte Oxygenierungsleistung der Lunge kann es in fortgeschrittenen 
Erkrankungsstadien zur Ausbildung einer Zyanose sowie Uhrglasnägeln, 
Trommelschlägerfinger und Cor Pulmonale kommen. Auskultatorisch zeigen sich primär 
basales inspiratorisches Knisterrasseln beidseits („Sklerosiphonie“) und in fortgeschrittenen 
Stadien knarrende Geräusche oder „Korkenreiben“ (Herold 2015). 
Für die Einschätzung des Schweregrades der Erkrankung ist besonders die 
Lungenfunktionsdiagnostik von Bedeutung, da die röntgenologische Bildgebung nicht mit dem 
Ausmaß der Lungenfunktion korreliert. Typischerweise sind durch den restriktiven Umbau der 
Lunge sämtliche Lungenvolumina wie z.B. die Vitalkapazität und die totale Lungenkapazität 
(VC, TLC) erniedrigt. Als sehr sensitiv für das Ausmaß der Fibrose gilt die verminderte 
Diffusionskapazität (DLCO). Die arterielle Sauerstoffsättigung ist anfangs nur unter Belastung 
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auf dem Ergometer reduziert, in späteren Krankheitsstadien auch im Ruhezustand (Herold 
2015). 
Die Diagnosestellung der Lungenfibrose erfordert die Durchführung einer High-resolution 
computed tomography (HRCT), einer bronchoalveoläre Lavage (BAL) sowie eine chirurgische 





Die Therapie der Lungenfibrose richtet sich nach der auslösenden Ursache der Erkrankung, 
falls eine solche klar ist. So erfolgt bei infektiöser Genese der Fibrose eine kausale 
Antibiotikatherapie sowie bei einer durch inhalative Noxen ausgelöster Erkrankung eine 
Vermeidung weiterer Exposition. Bei idiopathischer pulmonaler Fibrose des leichten und 
mittelschweren Typs wird Pirfenidon verwendet, welches antifibrotische und 
antiinflammatorische Eigenschaften besitzt und einer weiteren Verschlechterung der 
Lungenfunktion entgegen wirkt (J. Behr, A. Günther, W. Ammenwerth 2013). Eine kombinierte 
Therapie aus Azathioprin, N-Acetylcystein und Glukokortikosteroiden wird auf Grund 
nachgewiesener Übersterblichkeit in der Panter IPF Studie nicht mehr empfohlen (The 
Idiopathic Pulmonary Fibrosis Clinical Research Network 2012). Zudem wird bei 
respiratorischer Partialinsuffizienz eine Sauerstoff-Langzeittherapie angewendet. Kommt es im 
Rahmen der Erkrankung zu einer Ateminsuffizienz, kann die nichtinvasive Beatmung des 
Patienten erfolgen. Als Ultima Ratio steht bei fortgeschrittenen Stadien der Lungenfibrose als 
einzige kausale Therapieoption die Lungen- oder kombinierte Herz-Lungen-Transplantation 
zur Verfügung (Bhatti et al. 2013; J. Behr, A. Günther, W. Ammenwerth 2013). 
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2.5.1 Transforming growth-factor (TGF-ß1) 
 
 
Zu der Superfamilie der transforming growth-factors (TGF) zählen über 40 verschiedene 
Proteine, welche in ihrer Eigenschaft als Wachstumsfaktoren unterschiedlichsten Funktionen 
dienen (Massagué 1990). Alle ihre Mitglieder zählen zu den Zytokinen. Erstmals wurde TGF- 
ß 1981 von Roberts et al. beschrieben, da es innerhalb von nicht-neoplastischem Nierengewebe 
das Wachstum von Rattenfibroblasten stimulierte (Roberts et al. 1981). Insgesamt sind fünf 
TGF-ß Isoformen bekannt, wobei die Faktoren TGF-ß1, TGF-ß2 und TGF-ß3 in Säugetieren 
vorkommen (Sandra Ahrens 2008). 
Die Funktionen dieser Wachstumsfaktoren sind vielfältig. Sie haben Einfluss auf die 
Proliferation, Differenzierung, Adhäsion, Migration sowie das Apoptoseverhalten von Zellen 
und wirken bei der Angiogenese und Hämatopoese sowie dem Umbau und Aufbau 
extrazellulärer Matrix mit (Massagué 1998; Böttner et al. 2000). So induziert TGF-ß zum 
Beispiel während einer Entzündungsreaktion die Bildung der Akute-Phase Proteine oder 
aktiviert im Rahmen von Leberzellschäden die Transformation ruhender Sternzellen zu rasch 
proliferierenden Myofibroblasten-ähnlichen Zellen, welche das in glatten Muskelzellen 
vorkommende α-Aktin sezernieren (Heinrich et al. 2014). Zudem hat das von Makrophagen 
oder immunregulatorischen T-Zellen gebildete TGF-ß1 im Rahmen der Immunantwort eine 
antiinflammatorische Wirkung. Ebenfalls zeigte sich ein Zusammenhang zwischen erhöhten 
TGF-ß1 und diabetischer Nephropathie, da durch erhöhte Glucosespiegel die Aktivität der PKC 
(Proteinkinase-C) gesteigert wird und es in dessen Folge zu einer durch Induktion von TGF-ß1 
getriggerten, vermehrten Bildung von mikrovaskulären Matrixproteinen kommt (Heinrich et al. 
2014). Die Interaktion von TGF-ß1 mit connective tissue growth factor (CTGF) die Wirkung 
beider Wachstumsfaktoren an ihren jeweiligen Rezeptoren, welches die profibrotischen 
Eigenschaften des Transmitters erhöht (Abreu et al. 2002). 
Insgesamt konnte in vielen fibrotischen Prozessen eine Erhöhung der Faktoren CTGF und TGF- 
ß1 nachgewiesen werden (Leask et al. 2002). So wurde untersucht, welchen Einfluss eine 
Stimulation von pulmonalen Rattenfibroblasten mit verschiedenen Konzentrationen von TGF- 
ß1 auf die Expression von CTGF hat. Es konnte gezeigt werden, dass sich durch dauer- und 
dosisabhängige Stimulation mittels TGF-ß1 die Expression von CTGF mRNA graduell erhöht 
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(Fu et al. 2011). Ebenfalls ist erwiesen, dass im Rattenmodell eine Stimulation mit CTGF und 
TGF-ß1 eine umfassende fibrotische Antwort jeweils als Multiorganfibrose, unilaterale 
urethrale Obstruktion sowie Lungenfibrose zur Folge hat. Hierbei wird die fibrotische Antwort 
jedoch nur unter Anwesenheit beider Faktoren ausgelöst und findet sich nicht bei Stimulation 





2.5.2 Connective tissue growth factor (CTGF) 
 
 
CTGF gehört in seiner Funktion als Wachstumsfaktor zur Familie der cysteinreichen CCN- 
Familie, welche insgesamt sechs Mitglieder umfasst. Erstmals wurde es 1991 in Mäusen 
entdeckt, kurze Zeit später erfolgte die Entdeckung des humanen Analogons in Endothelzellen 
der humanen Nabelschnur (Bradham et al. 1991; Ryseck et al. 1991). Durch diese Gruppe von 
Wachstumsfaktoren werden zahlreiche Prozesse wie zum Beispiel die Proliferation der 
extrazellulären Matrix, Zellmigration sowie Zelladhäsion beeinflusst. Zudem spielen sie eine 
große Rolle bei umfassenden physiologischen Prozessen wie Angiogenese und Wundheilung 
sowie pathologischen Prozessen wie Fibrosierung und Tumorgenese (Lau und Lam 1999). 
CTGF wird von einer Reihe verschiedener Zellen exprimiert, darunter Fibroblasten, 
Osteoblasten, Endothelzellen, Chondrozyten und Mesangialzellen (Grotendorst 1997; Nishida 
et al. 2003; Safadi et al. 2003; Shimo et al. 1998; Wahab et al. 2001). 
Besonders zu beachten ist hierbei eine Interaktion von CTGF mit dem ebenfalls in dieser Arbeit 
behandelten TGF-ß1. Es konnte beobachtet werden, dass CTGF direkt an TGF-ß1 bindet und 
durch gegenseitige Bindung der Proteine die Wirkung an den jeweiligen Rezeptoren verstärkt 
wird (Abreu et al. 2002). Zudem zeigte sich eine starke und selektive Induktion von CTGF in 
Fibroblasten, wenn diese mit TGF-ß stimuliert wurden. Diese Induktion ließ sich nicht durch 
andere Wachstumsfaktoren wie beispielsweise fibroblast growth factor (FGF) oder Platelet- 
derived growth factor (PDGF) herbeiführen (Igarashi et al. 1993). Besonders interessant ist, 
dass in mehreren fibrotischen Prozessen CTGF und TGF-ß überexprimiert werden und sowohl 
in vitro als auch in vivo fibrogen wirken. Hierbei scheint CTGF der hauptsächliche Modulator 
und Induktor für die Entstehung von fibrotischen Umbauten als Folge von nahezu allen Formen 
chronischer Gewebsschädigung wie Vaskuläre Fehlunktion, Entzündung, Trauma oder 
Langzeitbeatmung von Patienten zu sein. Auch in anderen fibrotischen Erkrankungen lassen 
sich erhöhte CTGF-Konzentrationen feststellen (Leask et al. 2002). 
15 
 
Neben den oben beschriebenen Interaktionen wechselwirkt CTGF zusätzlich mit dem 
endothelialen Wachstumsfaktor vascular endothelial growth factor (VEGF), wobei er dessen 
angiogenetische Wirkung signifikant erniedrigt. Ebenfalls begünstigt CTGF die Adhäsion von 
Fibroblasten an Fibronektin (Chen et al. 2004; Inoki et al. 2002; Susanne Gebhardt. 2008) sowie 





2.5.3 Fibroblastic-growth-factor-2 (FGF-2) 
 
 
Die Familie der fibroblastic-growth-factors (FGF) umfasst insgesamt 23 verschiedene 
Mitglieder (Itoh und Ornitz 2004). Zu dieser Gruppe gehört auch FGF-2 (basic Fibroblast 
Growth Factor). Wegen seiner Eigenschaft mit hoher Affinität aus Heparin und 
Chondroitinsulfat Komplexe zu bilden, wird FGF-2, 1984 von J. Folkman in Nagetieren 
entdeckt, auch als Heparin-bindender Wachstumsfaktor bezeichnet. Durch diese Komplexe 
erhöht sich einerseits die Affinität an den FGF, welches ein Regulationsmechanismus für die 
Signalaktivität darstellt. Gleichzeitig bietet diese Komplexbildung einen wirksamen Schutz vor 
enzymatischem Abbau durch Proteasen (Shing et al. 1984; Chang et al. 2000; Dowd et al. 1999; 
Pellegrini 2001). 
Gebildet wird FGF-2 von einer ganzen Reihe von Zellen, darunter Fibroblasten, 
Gefäßmuskelzellen, Epithelzellen, Mastzellen und Herzmuskelzellen (Hamada et al. 2000; 
Nugent und Iozzo 2000). Dabei existieren zwei Isoformen, wobei die größere im Nucleolus 
vorkommt und die kleinere, 18 kDa schwere Isoform im Zytoplasma sowie im Kern existiert 
(Quarto et al. 2005). Die Signaltransduktion von FGF-2 erfolgt über vier membranständige, 
Tyrosinkinase-abhängige Rezeptoren (Mohammadi et al. 2005). 
FGF-2 spielt eine große Rolle in der Wundheilung durch Neuorganisation des 
Granulationsgewebes, da es das Wachstum und die Differenzierung von Fibroblasten und 
Endothelzellen über die Induktion einer Signalkaskade mittels TGF-ß1 sowie von 
Chondrozyten und Melanozyten fördert (Strutz et al. 2001). Zudem spielt FGF-2 eine 
wesentliche Rolle in der physiologischen sowie pathologischen Induktion der Angiogenese 
(Presta et al. 2005). 
In der Pathogenese verschiedener Erkrankungen kommt diesem Wachstumsfaktor besonders 
hinsichtlich fibrotischer Krankheitsbilder eine erhöhte Aufmerksamkeit zu. Bei systemischer 
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Sklerodermie, welche durch Mikroangiopathie, Autoimmunität und Fibrose der Haut sowie der 
inneren Organe charakterisiert ist, liegt eine übermäßige Bildung von Kollagen Typ I und III 
auf Grund eines entzündlichen Umbau des Bindegewebes zugrunde und es kommt zu einer 
erhöhten FGF-2 Konzentration (Liakouli et al. 2011). 
Auch im Rahmen von Erkrankungen des rheumatoiden Formenkreises wie dem systemischen 
Lupus Erythematodes kommt es durch erhöhte FGF-2 Konzentrationen zur Ausbildung von 
Fibromen, deren Ausbildung sich durch gegen FGF-2 gerichtete Antikörper größtenteils 
inhibieren lässt (Yamamoto et al. 1995). 
In Entzündungsgebieten spielt der Wachstumsfaktor eine Rolle bei der Migration und der 
Rekrutierung von Leukozyten, da er die Expression von Endothelzellen-Adhäsionsmolekülen 
für Leukozyten (endothelial cell adhesion molecules (CAMs)) signifikant erhöht (Zittermann 
und Issekutz 2006). In der Tumorforschung kommt besonders der Steigerung der Angiogenese 
durch FGF-2 eine erhöhte Aufmerksamkeit zu, da diese Eigenschaft für die Vergrößerung eines 
Tumors sowie seiner Metastasierung obligatorisch ist (Tanner und Grose 2015). 
Nicht zuletzt sind erhöhte Konzentrationen von FGF mit hypertropher Narbenbildung sowie 






2.5.4 Interleukin-6 (IL-6) 
 
 
Das zur Gruppe der Interleukine (IL) gehörende IL-6 übernimmt durch Signaltransduktion 
vielfältige Vermittlungsaufgaben im Körper. So sind die Zytokine vom IL-6-Typ an der akut- 
Phase-Reaktion im Rahmen von Entzündungen und Verletzungen, am Wachstum und der 
Differenzierung von B- und T-Zellen sowie an der neuronalen Differenzierung im Rahmen der 
angeborenen, unspezifischen Immunantwort beteiligt. Zudem spielt IL-6 eine große Rolle in 
der Hämatopoese, der neuronalen Regeneration und der embryonalen Entwicklung sowie der 
Fertilität. Die Zytokine werden von einer Vielzahl von Zellen gebildet. Dazu gehören z. B. 
Makrophagen und Monozyten als wichtige Produzenten sowie T-Zellen, Mastzellen, 
Endothelzellen und Fibroblasten. 
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Für die Signaltransduktion nutzen die Zytokine der IL-6 Gruppe alle eine gemeinsame 
Rezeptoruntereinheit, das Glykoprotein 130 (gp130). Das extrazelluläre IL-6 führt zu einer 
Homodimerisierung von Tyrosinkinasen der Janus-Familie. Darauf folgt die Aktivierung von 
Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie (signal transducers and activators of transcription- 
Kinasen), sowie MAP-Kinasen (mitogen-activated protein-Kinasen) (Heinrich et al. 2003; 
Heinrich et al. 2014). 
 
Auch in klinischen Alltag werden Messungen von IL-6 im Rahmen der Routinediagnostik 
eingesetzt. Hier dient die Quantifizierung des Interleukins als Prognosefaktor bei Sepsis, SIRS, 
SHT sowie in der Diagnose und Therapie von Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises. 
Auch für die Therapie von bestimmten Tumorentitäten und rheumatischen Erkrankungen 
kommt IL-6 in Form von IL-6 bindenden Antikörpern große Aufmerksamkeit zu (Siebert et al. 
2015; Thomas 2012). Im Rahmen von Erkrankungen der Lunge besitzt IL-6 sowohl pro- als 
auch antifibrotische Eigenschaften. So wurden in der ARDS Network Studie geringere IL-6- 
Konzentrationen mit den lungenprotektiven Beatmungsmustern durch erniedrigte 
Tidalvolumina und dem Einsatz eines PEEP assoziiert (ARDS Network 2000). Auch in 
klinischen Studien konnte durch protektive Beatmungsstrategien eine erniedrigte IL-6 
Konzentration und darüber hinaus eine erniedrigte Entzündungsaktivität festgestellt werden 
(Lin et al. 2008). Jedoch wurden in experimentellen Studien auch antifibrotische Eigenschaften 





2.5.5 Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP) 
 
 
Der Auf- und Abbau der Extrazellulären Matrix (ECM) geschieht durch ein komplexes System 
von verschiedenen proteolytisch aktiven Familien von Enzymen. Hierzu zählen unter anderem 
Metalloproteinasen, Cystein- und Serinproteinasen. Die Matrix-Metalloproteinasen (MMP) 
stellen dabei die wichtigste Gruppe der Extrazelluläre-Matrix abbauenden Enzyme dar. 
Folglich kommt auch der Regulation der MMP und ihrer physiologischen Funktion eine 
besondere Bedeutung zu. Die proteolytische Aktivität von MMP wird größtenteils durch ihre 
Inhibitoren, den Gewebsinhibitoren der MMP (tissue inhibitors of 
metalloproteinases, TIMPs), reguliert. 
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TIMP-1, ein 28,5kDa großes Glykoprotein, inhibiert hierbei interstitielle und Typ IV- 
Kollagenasen (Heinrich et al. 2014). Somit liegt in physiologisch reguliertem Gewebe ein 
Gleichgewicht zwischen MMP und inhibitorischen TIMP vor. Wird dieses Gleichgewicht 
gestört, kommt es bei erniedrigten TIMP-Konzentrationen zu erhöhtem Kollagenabbau, oder 
bei erhöhten TIMP Konzentrationen zu erniedrigtem Kollagenabbau und in der Folge zu 
fibrotischen Veränderungen. Entsteht ein solches Ungleichgewicht zwischen MMP und TIMP, 
resultieren daraus pathologische Veränderungen, beispielsweise im Rahmen von 
Tumormetastasierung, Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, Leberzirrhose und 
Lungenfibrose (Fomina und Kuz'mina 2010; Harris 1990; Stetler-Stevenson et al. 1993). So 
wurde an intensivpflichtigen Patienten mit Trauma oder septischem Schock gezeigt, dass der 
Quotient aus Gelatinase, zu welchen die Proteasen MMP-2 und MMP-9 gehören, und deren 
Inhibitor TIMP-1 in der späten Phase des ARDS erhöht ist und somit ein durch TIMP-1- 
Erhöhung induzierter Überschuss an extrazellulärer Matrix entsteht (Ricou et al. 1996). Folglich 
scheint TIMP-1 auch für die Entstehung einer pulmonalen Fibrose als Endstadium einer 
vorangehenden akuten Schädigung der Lunge ein wichtiger Faktor zu sein, insbesondere für die 





2.5.6 Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) 
 
 
Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) ist ein Glykoprotein und das erste von insgesamt 
vier Inhibitoren des Plasminogen Aktivators (Kruithof et al. 1988). Seine Aktivität im 
menschlichen Körper moduliert hauptsächlich die Funktion des Plasmins während der 
Blutgerinnung und Fibrinolyse sowie die Modellierung der extrazellulären Matrix. 
Kommt es nach einer Gefäßverletzung am Ende der Gerinnungskaskade zur Ausbildung einer 
Fibrin-Ansammlung, kommt der Protease Plasmin im Anschluss die Aufgabe der im Rahmen 
der Wundheilung ebenfalls essentiellen Fibrinolyse zu. Hierbei wird das Proenzym 
Plasminogen durch Spaltung einer Arginin-Valin-Verknüpfung durch die Protease 
Plasminogen Aktivator (PA, vom Gewebe-Typ oder Urokinase-Typ) aktiviert (Tran-Thang et 
al. 1984). Während der Gewebs-Plasminogen-Aktivator (t-PA) hauptsächlich für die 
intravaskuläre Plasminaktivität verantwortlich ist, hat der Urokinase-Typ PA seine Funktion in 
der Proteolyse und der Modellierung der Zellmigration (Czekay und Loskutoff 2004; Kwaan 
und McMahon 2009; Myöhänen und Vaheri 2004; Lijnen 2001). 
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PAI-1 bindet sich in seiner Eigenschaft als Mitglied der Serpin-Superfamilie als Pseudosubstrat 
an den Plasminogen-Aktivator und inhibiert so dessen unterschiedliche Funktionen während 
der Blutgerinnung, Zellmigration und der Remodellierung der extrazellulären Matrix (Sancho 
et al. 1995). Somit spielt PAI-1 eine wichtige Rolle für das Entfernen der Blutkoagel nach 
erfolgter Blutstillung durch seine negative Regulierung des Plasminogen Aktivators (Gils und 
Declerck 2004; Zorio et al. 2008). 
Bedeutender für diese Arbeit ist jedoch die Aktivität von PAI-1 für die Regulierung des 
Remodeling der extrazellulären Matrix. So wurde gezeigt, dass Plasmin zum einen ein 
wichtiger Faktor für die Zellmigration durch Gewebe und Gefäßwände ist. Zum anderen 
aktiviert es Proenzyme von MMP-3, welche ihrerseits Kollagen spalten und die Aktivität von 
Plasmin erniedrigen (Lijnen 2001; Kucharewicz et al. 2003; Lijnen 2005). Für die Aktivierung 
in diesem Kontext ist u-PA (urokinase-Plasminogen Aktivator) verantwortlich. 
PAI-1 hat auf verschiedene Weisen Einfluss auf die Konzentrationen von u-PA. Zum einen 
kann es als Pseudosubstrat direkt die Wirkung von u-PA abschwächen oder durch Förderung 
von LDL-receptor related proteins (LRP) auf der Zelloberfläche die Endozytose von u-PA 
initiieren. Zum anderen kann es in Anwesenheit von PAI-1 auch direkt zu einer Bildung von 
fibrösem Material und somit zur Fibrose kommen (Loskutoff und Quigley 2000; Kucharewicz 
et al. 2003). Zudem wurde gezeigt, dass auch erhöhte Konzentrationen von epidermal growth 
factor (EGF) und TGF-ß1 eine vermehrte Bildung von PAI-1 in Lungenepithelzellen des 
Nerzes induzieren können (Xiaoling Song 2010). 
20 
 
3 Fragestellung und Ziel der Studie 
 
Die Therapie ateminsuffizienter Patienten stellt die moderne Medizin bis heute vor erhebliche 
therapeutische Probleme. Häufig ist bei schwer ateminsuffizienten Patienten die maschinelle 
Ventilation lebensrettend und somit unverzichtbar. Trotz immer besser werdender 
Therapieschemata kann bisher weder eine Schädigung gesunder Lungen durch maschinelle 
Beatmung, noch eine Schädigung bereits vorgeschädigter Lungen wie beim ARDS trotz 
Einführung lungenprotektiver Beatmung verhindert werden (VALI). In dessen Folge kommt es 
immer wieder zur Ausbildung oder Aggravation einer Lungenfibrose. 
Maßgeblich beteilig an der Entstehung einer Lungenfibrose sind Schädigungen auf zellulärer 
Ebene, welche eine Aktivierung profibrotischer Zellen zur Folge haben. Bisher standen hier 
Alveolarepithelzellen der Lunge im Fokus der Forschung. Die Reaktion pulmonaler 
Fibroblasten auf verschiedene Arten mechanisch induzierter Dehnung wurde bisher nicht 
abschließend untersucht. In dieser Arbeit wird deshalb der Einfluss physiologischer und 
unphysiologischer zyklischer mechanischer Dehnung auf Fibroblasten in einem in vitro Modell 
untersucht. Hierbei liegt der Schwerpunkt der Arbeit auf folgenden zwei Fragestellungen: 
1. Welchen Einfluss hat zyklische mechanische Dehnung in Form von physiologischen 
und unphysiologischen Dehnungsmustern auf pulmonale Fibroblasten und deren 
Zellvitalität und Mortalität? 
2. Welchen Einfluss hat zyklische mechanische Dehnung in Form von physiologischen 
und unphysiologischen Dehnungsmustern auf die Sekretion fibrosemodulierender 
Zytokine in einer isolierten Kultur pulmonaler Fibroblasten? 
Zur Beantwortung beider Fragestellungen werden die Ergebnisse der gedehnten Fibroblasten 
jeweils mit Werten von ungedehnten Fibroblasten verglichen. Ziel der Studie ist ein genaueres 
Verständnis darüber, inwiefern Fibroblasten durch die Simulation unphysiologischer 
mechanischer Dehnung geschädigt werden und ob unphysiologische Dehnung eine 
Autoinduktion von Fibrose durch Selbststimulation mit fibrosemodulierenden Zytokinen zur 
Folge haben kann. 
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4.1.1.1 Zelllinie  
 




4.1.1.2 Zellkulturmedien  
 
 
Tabelle 2: Zellkulturmedien 
 
Bezeichnung Inhaltsstoffe Hersteller 
DMEM 10% (farblos)  FKS 10% 
 L-Glutamin 
 P/S (Pen - Strep) 1% 
 Gentamycin 1% 
Invitrogen (Renfrew, UK.) 
DMEM 2%  FKS 2% 
 L-Glutamin 
 P/S (Pen - Strep) 1% 
 Gentamycin 1% 
Invitrogen (Renfrew, UK.) 
 
 
4.1.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Puffer  
 
 
Tabelle 3: Chemikalien, Reagenzien und Puffer 
 
Materialien Hersteller 
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit I BD Pharmingen (San Diego, USA) 
Aqua dest. B.Braun (Melsungen, Dt.) 
Bromphenolblau Applichem (Darmstadt, Dt.) 
Cytotoxicity Detection Kit LDH Roche Diagnostics (Mannheim, DT.) 
DMEM (farblos) Invitrogen (Renfrew, UK.) 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck KGaA, (Darmstadt Dt.) 
Ethanol 70% Otto Fischer GmbH (Saarbrücken, Dt.) 
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Fibronectin Roche (Mannheim, Dt.) 
FKS Biochrom AG (Berlin, Dt.) 
L – Glutamin Invitrogen (Renfrew, UK.) 
Penicillin/Streptomycin Invitrogen (Renfrew, UK.) 
Tryptanblau Invitrogen (Renfrew, UK.) 
Trypsin Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
 
 
4.1.1.4 Reagenzienansätze und kommerzielle Essays  
 
 
Tabelle 4: Reagenzienansätze und kommerzielle Essays 
 
Name Hersteller 
Recombinant Connective Tissue Growth 
Factor (CTGF) ELISA 
Cloud-Clone Corp. (Huston, TX, USA) 
Rat PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor 
1) ELISA Kit 
Elabscience Biotecnologie Co. Ltd. (Wuhan, 
China) 
Mouse/Rat FGF Quantikine ELISA Kit R&D Systems GmbH (Wiesbaden- 
Nordenstadt, Dt.) 
Mouse TIMP-1 DuoSet ELISA R&D Systems GmbH (Wiesbaden- 
Nordenstadt, Dt.) 
LEGEND MAX™ Total TGF-β1 ELISA 
Kit with Pre-coated Plates 
 
BioLegend® (San Diego, CA USA) 




4.1.1.5 Geräte und Arbeitsmittel  
 
 
Tabelle 5: Geräte und Arbeitsmittel 
 
Geräte Hersteller 
Bioflex 6-Well Kulturdehnplatte Flexcell Intern. (Hillsborough, NC, USA) 
CO2 - Inkubator UniEquip (Martinsried, Dt.) 
Dehnmaschine FX-3000, Flexercell Tension 
Plus System 
Flexcell Intern. (Hillsborough, NC, USA) 
Durchflusszytometer “Coulter® Epics® 
XL™” 
Beckman Coulter (Krefeld, Dt.) 
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Micropipettierplatte 96 Wells Flat bottom Costar, Bio Rad (Hercules, 
USA) 
Eppendorf Röhrchen 1,5ml Eppendorf (Wesseling, Dt.) 
Eppendorf – Pipetten 0,5 – 2500 μl Eppendorf (Wesseling, Dt.) 
Mikroskop (Wilovert S30) Hund / Wetzlar (Wetzlar, Dt.) 
Neubauer Zählkammer 0,0025 mm² Optik – Labor (Balgach, Schweiz) 
Pipettenspitzen 200 μl Sarstedt (Nümbrecht, Dt.) 
Schütteltisch „Rocking Plattform“ Biometra (Göttingen, Dt.) 
Statische 6-Well-Kulturplatte BD Falcon (Franklin Lakes, USA) 
Sterilbank Microflow Nalge Nunc Intern. (Rochester, NY, USA) 
Stromversorgungsgerät Power Pac 1000 BIORAD (Philadelphia, USA) 
Thermomixer Eppendorf (Wesseling, Dt.) 
Tubes 25ml, 50ml Sarstedt (Nümbrecht, Dt.) 
Vakuumpumpe Edwards (Irvine, CA, USA) 
Vortexer Scientific – Industries (New York, USA) 
Waage Sartorius (Göttingen, Dt.) 
Wasserbad Memmert (Schwalbach, Dt.) 
Zellkulturschale 100mm BD Falcon (Franklin Lakes, USA) 
Zellkulturschale 200mm BD Falcon (Franklin Lakes, USA) 
Zentrifuge, Rotina 46 R Hettich (Tuttlingen, Dt.) 
Zentrifuge: Rotina 46, R Universal 32R Hettich (Tuttlingen, Dt.) 





Tabelle 6: Software 
 
 
Easy WIN fitting V6.0a Tecan (Crailsheim, Dt.) 
EndNote X Thompson Corporation (Stamford, USA) 




Microsoft Office 365 ProPlus Microsoft (Redmond, USA) 
Open Office 4.1.2 Sun Microsystems (Santa Clara, USA) 
SigmaPlot 12.0 Systat Software (San Jose, USA) 
Windows 7 Microsoft (Redmond, USA) 







Für alle Experimente wurden pulmonale Rattenfibroblasten (Rat2 ATCC CRL-1764TM) der 
Organisation ATCC® (American Type Culture Collection) verwendet. Für deren Kultivierung 




4.2.1.1 Auftauen und Einfrieren der Zellen  
 
 
Die kryokonservierten Fibroblasten wurden bei -80°C im Tiefkühlschrank gelagert. Zum 
Auftauen wurden die Röhrchen im Wasserbad bei 37°C erwärmt. Nach zwei Minuten wurde 
schrittweise im Intervall von je 30 sec 500 µl, 1ml, 2ml und zuletzt 5ml vorgewärmtes DMEM 
mit 10% FKS zu der Zellsuspension hinzugefügt. Anschließend wird die Zellsuspension in der 
Zentrifuge bei 1.100 U/min bei 15°C für fünf Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde 
abgesaugt, das verbleibende Zellpellet in 1ml DMEM 10% FKS resuspendiert und die 
Suspension in eine vorbereitete Zellkulturschale oder –Flasche zur Anzucht im Brutschrank (37 
°C, 5% CO2) gegeben. Nach 24 stündiger Wartezeit waren die Fibroblasten ausreichend in der 
Zellkulturschale adhäriert, sodass das Medium gewechselt werden konnte. 
Zum erneuten Kryokonservieren nicht benötigter Fibroblasten wurde ein Zellpellet mit ca. 1 x 
10⁶ Zellen gewonnen. Hierzu wurden die Fibroblasten mittels Neubauer Zählkammer gezählt, 
bis zur gewünschten Konzentration verdünnt und abzentrifugiert (1.100 U/min bei 15°C für 5 
Minuten). Anschließend wurde der Überstand abpipettiert und das Zellpellet mit Einfrierlösung 
(500µl DMEM mit 10% FKS und 500 µl [20% DMSO und 80% FKS] resuspendiert. 
Anschließend wurde diese Zellsuspension in Kryoröhrchen aliquotiert (1ml mit 1x10⁶ Zellen 
pro Kryoröhrchen) und bei -80°C eingefroren. 
 
 
4.2.1.2 Anzucht und Kultivierung  
 
Die Rattenfibroblasten der Zelllinie Rat2 ATCC CRL-1766 TM wurden auf Zellkulturschalen 
mittels DMEM, welches mit 10% FKS, L-Glutamin, 1% Pen/Strept und 0,5% Gentamycin 
substituiert wurde, kultiviert. Diese Zellkulturschalen wurden für die Anzucht und Kultivierung 
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im CO2-Inkubator (wasserdampfgesättigte Atmosphäre, 5% CO2) bei 37°C gelagert. Bei 







Mittels lichtmikroskopischer Kontrolle wurden die Fibroblasten auf Konfluenz geprüft. Kurz 
vor Einsetzen dieser wurden die Zellen passagiert. 
Hierzu wurde der Überstand abgesaugt und die Zellkulturen 1 x mit PBS gewaschen. Nach 
Zugabe von Trypsin (abhängig von der Größe der Zellkulturschalen/-flaschen) wurden die 
Zellkulturschalen für 2-4 min. im Brutschrank inkubiert, woraufhin sich die Fibroblasten von 
der Zellkulturschale ablösten. Das Trypsin wurde anschließend mittels DMEM 10% FKS 
inaktiviert und die entstandene Zellsuspension in ein Röhrchen abpipettiert und zentrifugiert 
(1.100 rpm, Raumtemperatur (RT), 5 min). Danach wurde der Überstand abgesaugt und das 
Zellpellet in frischem Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde abschließend auf neue 
Zellkulturschalen verdünnt verteilt. 
 
 
4.2.1.3 Zellzählung  
 
 
Die Zellzählung wurde standartmäßig unter dem Lichtmikroskop mittels Neubauer 
Zählkammer durchgeführt. Die Fibroblasten wurden wie in Kapitel 3.2.1.2.1 von den 
Zellkulturschalen abgelöst, zentrifugiert und in frischem Medium resuspendiert. Anschließend 
wurden 30 µl der Suspension im Verhältnis 1:4 mit einer Tryptanblaulösung verdünnt und in 
die Zählkammer übertragen. 
Tryptanblau bindet auf Grund seiner Eigenschaften als Azofarbstoff an intrazelluläre Proteine. 
Durch Absterben von Zellen werden deren Membranen durchgängig, weshalb tote Zellen sich 
mittels Tryptanblau färben und vitale Zellen hell imponieren. Somit lässt sich eine 
Unterscheidung von vitalen und avitalen Zellen vornehmen. 
Unter 10-facher Vergrößerung werden alle 4 Großquadrate der Neubauer Zählkammer 
ausgezählt, wobei die Ränder der Großquadrate so gewertet wurden, dass keine 
Doppelzählungen vorlag („L-Form-Regel“). 
Zur Berechnung der Zellzahl wurde folgende Formel verwendet: 
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Mittelwert der Zellzahl der vier Großquadrate  x  Verdünnungsfaktor  x  10⁴  (Volumen eines 






4.2.2 Zyklische Zelldehnung 
 
4.2.2.1 Vorbereitung der Experimente  
 
 
Für die Dehnungsexperimente wurden Bioflex ®-6-Well-Kulturplatten mit flexiblen Silikon- 
Membranen für Zell-Monolayer verwendet. 
Zuerst wurden, für eine bessere Adhärenz der Fibroblasten, die Silikonmembranen der 6-Well- 
Platten mit Fibronectin/Pronectin beschichtet. Dazu wurden 700 µl Fibronectin/Pronectin 
(50µg/10µg) mittig auf jedes Well der Bioflex ® pipettiert und anschließend für 30 Minuten im 
CO₂-Inkubator inkubiert. 
Nach 30-minütiger Inkubation wurde die Fibronectin/Pronectin Lösung aus den jeweiligen 
Wells abgesaugt und 1,5x106 Fibroblasten in je 2 ml DMEM mit 10% FKS und 1% Gentamycin 
pro Well zentral auf die Silikonmembran pipettiert. Nach einer 24-stündigen Adhärenzzeit 
wurde das Medium abgesaugt und nach zweifacher Spülung mit PBS durch 3 ml DMEM 2% 
FKS je Well ersetzt. Für die statische Kontrolle wurden alle Schritte gleichermaßen 
durchgeführt. 
Anschließend wurde jedes Well vor Einsetzen der Kulturplatten in die Dehnvorrichtung 
lichtmikroskopisch auf gleichmäßige Zellverteilung und Adhärenz überprüft. 
 
 
4.2.2.2 Versuchsaufbau  
 
 
Für die Dehnungsversuche der auf den Bioflex®-6-Well-Kulturplatten adhärenten Fibroblasten 
wurde ein FX 3000™ Flexcell® Tension Plus™ System zur zyklischen sinusförmigen 
Dehnung verwendet. 
Die vorbereiteten Bioflex ®-6-Well-Kulturplatten wurden für die gesamte Dauer der Dehnung 




Abbildung 1: Bioflex ®-6-Well-Kulturplatte mit flexiblen Silikon-Membranen 
 
Die Dehnung an sich findet unter den beschrieben Zellkulturbedingungen in einem CO₂- 
Inkubator (37°C, 5% CO₂, Wasserdampfgesättigt) statt. Die Einstellung der gewünschten 
Dehnungsmuster erfolgte an der Kontrolleinheit („System Controller“) mittels der Software FX 
3000T™(V3.2). Nach Definition der Versuchsparameter Frequenz, Amplitude und 
Versuchsdauer über die Software und Start des Versuches erfolgte die Dehnung der an den 
Bioflex ®-6-Well-Kulturplatten adhärenten Fibroblasten durch mittels Unterdruck erzeugte 
Auslenkung der Silikonmembran innerhalb der Basisplatte. Der Unterdruck wird von dem „2nd 
System Controller“ mit Hilfe einer Vakuumpumpe erzeugt. Während der gesamten 
Versuchsdauer wird von dem System über eine rückläufige Datenverbindung die Einhaltung 
der vorgegebenen Parameter überwacht, um die ordnungsgemäße Durchführung des Versuches 
zu gewährleisten. 
Zusätzlich wurde in jedem Versuchsdurchgang eine statische Kontrolle mit identisch 
behandelten und bearbeiteten Fibroblasten auf 6-Well Platten neben der Basisplatte im CO₂- 











4.2.2.3 Verwendete Dehnungsmuster  
 
 
Für die vorliegende Arbeit wurden zwei verschiedene Dehnungsmuster definiert. Für jedes 
dieser beiden Dehnungsmuster wurden die in Tabelle 7 angegebenen Parameter für Frequenz, 
Amplitude (in % der Oberflächenzunahme) und Versuchsdauer verwendet. Die 
Dehnungsmuster simulieren einerseits die Verhältnisse physiologischer Atmung, wie sie zum 




Die Parameterwahl für Frequenz und Amplitude basiert auf den Studien von  Hammerschmidt 
et al. zur Simulation einer physiologischen und unphysiologischen Beatmung der Lunge 
(Hammerschmidt et al. 2007). 
Tabelle 7: Definition der angewendeten Dehnungsmuster 
 
Dehnungsmuster (D) Frequenz in 1/min Amplitude in % Bedeutung 
Stat. 0 0 Statische Kontrolle 
D20-15 20 15 Physiologische 
Belastung 
D40-30_25 40 30 Unphysiologische 
Belastung (Erhöhte 





4.2.3 Analytische Methoden 
 
4.2.3.1 Gewinnung von Überständen und Pellets  
 
 
Im Anschluss an die Dehnungsexperimente wurden die Überstände und Zellpellets als 
Untersuchungsmaterial für die Bestimmung der LDH-Aktivität, der Durchflusszytometrie 
sowie die Bestimmung verschiedener Zytokine gewonnen. Um die Schädigung der Pellets und 
Überstände so gering wie möglich zu halten, wurden alle Arbeitsschritte auf Eis durchgeführt 
und die Pellets sowie die Überstände schnellstmöglich bis zur Verwendung bei -20°C 
tiefgekühlt (außer Überstände für LDH-Messung). 
Nach der Entnahme der 6-Well-Platten aus der Dehnvorrichtung wurden alle Wells 
lichtmikroskopisch auf eventuelles fehlerhaftes Ablösen der Zellen und andere 
methodenbedingte Mängel untersucht. 
Gab es keine optisch sichtbaren Mängel, so wurden jeweils die Überstände der gedehnten 
Fibroblasten sowie deren statischen Kontrollen aus den 6-Well-Platten abpipettiert und in ein 
15ml BD Falcon überführt. Dieses Überstände wurden anschließend bei 1.100 rpm bei 4°C für 
5 Minuten zentrifugiert. Danach wurde der zellfreie Überstand, zu je 1ml in mittels Eis 




Die auf den 6-Well-Platten verbliebenen Zellen wurden 2x mit PBS gewaschen und nach 
Zugabe von 1 ml Trypsin für 2-4 Minuten im CO2-Inkubator inkubiert. Nach dem Ablösen der 
Zellen (lichtmikroskopische Kontrolle) wurde das Trypsin anschließend mit 1ml DMEM 10% 
FKS inaktiviert. Die abgelösten Fibroblasten wurden zu dem aus der Gewinnung des 
Überstandes entstandenen Zellpellet hinzugegeben und erneut zentrifugiert (1.100 rpm, 4°C, 5 
min). Danach wurde der Überstand abgesaugt,das Pellet 2x mit PBS gewaschen und 






4.2.3.2 Messung der Zellmembranintegrität anhand von LDH Aktivität  
 
 
Zur Bestimmung der Zellmembranaktivität wurde das Cytotoxicity Detection Kit (LDH-Kit) 
verwendet. Grundlage der Quantifizierung ist die katalytische LDH-Aktivität in der Probe. 
Hierbei katalysiert das ubiquitär vorkommende zytoplasmatische Enzym Laktatdehydrogenase 
(LDH) die Entstehung von Pyruvat aus Laktat, mittels der Reduktion von NAD zu NADH+H⁺. 
Durch die daran gekoppelte Enzymreaktion reduziert die im Kit enthaltene Diaphorase mittels 
vorhandenem NADH+ H⁺ INT zu einem Formazansalz, welches sein Absorptionsmaximum bei 
500nm Wellenlänge besitzt. Die Intensität der entstandenen Farblösung ist somit proportional 
zu der LDH-Aktivität der Überstände und lässt sich mittels Fotometer bestimmen. 
Für die Messung wurde die gewonnene Überstande (Kapitel 3.2.3.1) verwendet, wobei diese 
Probe bei 4°C gelagert wurden und nicht eingefroren waren. Die Messung erfolgte innerhalb 
von drei Tagen, wobei Vorversuche gezeigt hatten, dass kein signifikanter Aktivitätsverlust in 
diesem Zeitraum auftrat. Zur Ermittlung des Standards wurde zuerst eine Eichkurve mit sechs 
Verdünnungsstufen (S₁ = 1,000 U/ml, S₂ = 0,500 U/ml bis S₆ = 0,016 U/ml) erstellt, wobei die 
Stammkonzentration 1 µg/ml entsprach. Als Leerwert wurde das Medium aus den 
Dehnungsversuchen (DMEM 2% FKS) verwendet. Die Leerwerte, die Verdünnungsstufen, 
sowie die Proben wurden mit je 100 µl Reaction-Mixture (Catalyst 1:46 verdünnt mit Dry 
Solution) für 30 Minuten bei Raumtemperatur (21°C) im Dunkeln inkubiert. 
Die   Bestimmung   der   Absorption   erfolgte   am   Photometer   (Messfilter:   λ₁   =   490nm, 
Referenzfilter: λ₂ = 692nm) mit Hilfe der Software „easy WIN Fittings“. 
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Anhand einer Analyse von Zellen am FACS (fluorescence-activated cell sorting) 
Durchflusszytometer ist es möglich, verschiedene Eigenschaften einer Zelle zu messen. Hierfür 
werden die Proben (in dieser Arbeit die Fibroblasten) mittels eines Mikrokanals fokussiert und 
durch einen Laserstrahl einzeln erfasst. Durch die spezifische Streuung des Lasers beim 
Auftreffen auf die einzelne Zelle lassen sich durch die nach vorn reflektierten Anteile (forward 
scatter, FSC) Informationen über die Größe sowie durch die seitlich abgelenkte Strahlung (side 
scatter, SSC) Hinweise über die Granularität gewinnen. Zusätzlich ist es möglich, durch die 
Markierung der Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen, die an verschiedene Marker gekoppelt sind, 
weitere Eigenschaften bzw. Moleküle von Zellen spezifisch zu messen. In dieser Arbeit wurde 
dieses Prinzip verwendet, um Aussagen zur Zellvitalität/Apoptose der Fibroblasten nach 
physiologischer und unphysiologischer Dehnung zu erhalten. 
Hierfür wurden die zuvor gedehnten Fibroblasten mittels zweier Marker, Annexin V- 
Flouresceinisothiocyanat (FITC) und Propidiumiodid (PI) verwendet. Das nicht 
membrangängige, mit FITC konjugierte Annexin V besitzt eine hohe Affinität zu 
Phosphatidylserin, an welches es spezifisch bindet. In einer Arbeit von Savill et al 2003 konnte 
gezeigt werden, dass Phosphatidylserin bei frühapoptotischen Zellen an deren Außenseite 
transloziert wird. Das Molekül PI hingegen gelangt bei zellmembrangeschädigten Zellen nach 
intrazellulär und interkaliert dort mit den Nukleinsäuren. PI markiert folglich nekrotische oder 
bereits stark geschädigte Zellen. Das in dieser Arbeit verwendete Annexin V-FITC Reagenz 
wird durch den Kanal FL1 und über den FL3 Kanal des Durchflusszytometer detektiert. Im 
Ergebnis können dadurch vier Kategorien von Zellvitalitätszuständen beschrieben werden: 
 Vitale Zellen (ungefärbt) 
 Frühapoptotische Zellen (Annexin V-FITC positiv, PI negativ) 
 Spätapoptotische Zellen (PI und Annexin V-FITC positiv) 
 Nekrotische Zellen (PI positiv, Annexin V-FITC negativ) 
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4.2.3.3.2 Markierung der Fibroblasten mittels Annexin V 
 
 
Nach erfolgter Dehnung der Fibroblasten über einen Zeitraum von 24 Stunden wurden aus je 
zwei Wells der gedehnten Bioflex ®-6-Well-Kulturplatten und der statischen Kontrolle separat 
ein Zellpellet gewonnen und dieses auf Eis gekühlt (siehe Kapitel 3.2.3.1). 
Die nachfolgenden Schritte wurden gemäß Herstellerprotokoll durchgeführt: 
 
1. Waschen des Zellpellets mit kaltem PBS 
2. Zugabe von 100µl Binding Buffer (1x) mit 1µl Annexin V-FITC und 1µl PI pro Probe 
3. 15-minütige Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur (21°C) 
4.   + 400µl Binding Buffer pro Probe 




4.2.3.4 Messung spezifischer Faktoren mittels ELISA  
 
 
Die Quantifizierung der Fibrose-modulierenden Mediatoren im Überstand der gedehnten 
Rattenfibroblasten erfolgte mittels Sandwich-ELISA. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent 
Assay) ist ein Antikörper-basiertes Nachweisverfahren zur quantitativen Bestimmung eine 
bestimmten Antigenes. Das Prinzip besteht aus einer mit Antikörpern („Capture Antibody“) 
beschichteten 96-Well-Platte, welche die im Überstand vorhandenen löslichen Antigene 
spezifisch bindet. An diese Antigene bindet nun nach dessen Zugabe ein zweiter spezifische 
Antikörper (Detection Antibody, jedoch an ein anderes Epitop, um Bindungskonkurrenz zu 
vermeiden). Dieser „Detection Antibody“ ist oder wird mit einem Enzym (in diesem Fall HRP) 
gekoppelt, welches die Umwandlung eines Substrates (TMB) katalysiert. Diese Reaktion ist 
mit einer Farbreaktion verbunden. Die Färbung der einzelnen Proben ist direkt proportional zu 
der Menge des zu untersuchenden Proteins im Überstand und kann mit Hilfe einer 
standardisierten Verdünnungsreihe des Antigens mittels Fotometer (ELISA-Reader) 
quantifiziert werden. 
Zur Auswertung der Messung wurde die Software „Easy WIN fittings“ benutzt. 
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Messung von IL-6 (Interleukin-6) 
 
Die Messung von IL-6 erfolgte mittels des DuoSet ELISA Development Kit von R&D Systems. 
Vor der jeweiligen Benutzung wurden alle zugehörigen Reagenzien auf Raumtemperatur 
gebracht. Die Ausführung des ELISA erfolgte nach den Angaben des Herstellers wie folgt: 
Zuerst erfolgte Beschichtung der Wells einer 96-Well Platte mit 100µl Capture Antibody 
(4µg/ml). Für eine adäquate Adhärenz des Capture Antibody wurde die Platte anschließend mit 
einem vom Hersteller bereitgestellten Plastiküberzug verschlossen und über Nacht bei 4°C im 
Kühlschrank inkubiert. Nach Entfernen des Capture Antibody wurden die Wells 3x gewaschen 
(200µl Waschpuffer pro Well). Nach dem letzten Waschdurchlauf erfolgte ein gründliches 
Abklopfen der 96-Well Platte. Daraufhin wurden die Wells mittels 100µl Reagent Diluent 
geblockt (1h bei RT). Danach wurden die Wells erneut wie oben beschrieben gewaschen. 
Für die Bestimmung der IL-6 Konzentration wurde eine Eichkurve mit sieben 
Verdünnungsstufen, ausgehend von einer Stammkonzentration von 8000pg/ml genutzt 
(8000pg/ml bis 125pg/ml). Als Leerwert wurde DMEM 2% FKS verwendet. 
Nach dem Blocken und Waschen der Wells wurden 100µl Probe/Standard/Leerwert pro Well 
hinzu pipettiert. Anschließend erfolgte eine Inkubation der Platte (2 h bei RT). Nach dieser 
Inkubation der Proben wurde der Inhalt der Wells erneut verworfen und die Platten gewaschen. 
Danach wurden die Wells mit 100µl „Detection Antibody“ (verdünnt in Reagent Diluent 2%) 
inkubiert (2h bei RT). Nach erneutem Waschen wurde 100µl Streptavidin-HRP pro Well 
hinzugefügt, die Platte erneut für 30 Minuten bei RT inkubiert. Abschließend wurden nach 
erneutem Waschen der Wells 100µl Substrat Solution pro Well hinzugefügt und die Platten für 
ca. 20 Minuten im Dunkeln inkubiert. Das Abstoppen der Enzymreaktion erfolgte nach Ablauf 
der Inkubationszeit mittels 50µl Stop Solution (1N H2SO4) und leichtem Schütteln. Die 




Messung von TIMP-1 
 
Die Messung von TIMP-1 erfolgte mittels des DuoSet ELISA von R&D Systems. Vor der 
jeweiligen Benutzung wurden alle zugehörigen Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht. Die 
Ausführung des ELISA erfolgte nach den Angaben des Herstellers analog zur oben 
beschriebenen Messung von IL 6. Als Standard wurde eine Eichkurve mit sieben 
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Verdünnungsstufen, ausgehend von einer Stammkonzentration von 2000pg/ml pipettiert 
(2000pg/ml bis 31,3pg/ml). 
 
 
Messung von TGF-ß1 
 
Die Messung von TGF-ß1 erfolgte mittels LEGEND MAX™ ELISA Kit mit vorbeschichteten 
Platten von BioLegend®. Vor der jeweiligen Benutzung wurden alle zugehörigen Reagenzien 
auf Raumtemperatur gebracht. Die Beschichtung der 96-Well-Platten war bereits vom 
Hersteller durchgeführt worden. Die Ausführung des ELISA erfolgte nach den Angaben des 
Herstellers wie folgt: 
Für die Verwendung des ELISA war es notwendig, das TGF–ß1 in den Proben zu aktivieren. 
Dazu erfolgte eine zehnminütige Behandlung (bei RT) mit einer im Kit enthaltenen 
„Acidfication Solution“ (20µl auf 80µl Überstand). Diese Reaktion wurde mit einer ebenfalls 
im Kit enthaltenen „Neutralization Solution“ durch Zugabe von 20µl pro Probe abgestoppt. 
Für den eigentlichen ELISA wurden die Platten zuerst mit 200µl Waschpuffer (4x) gewaschen. 
Anschließend wurde 50 µl Assay Buffer C pro Well mit 50 µl präparierte 
Probe/Standard/Leerwert pro Well hinzugefügt. Die Platte wurde dann für zwei Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation mit Proben wurde erneut 4x Mal mit 200µl 
Waschpuffer gewaschen. Als nächstes erfolgte die Zugabe des TGF-ß1 Detection Antibody 
(100µl pro Well) und eine erneute Inkubation für zwei Stunden bei RT. Danach wurden die 
Wells erneut 4x gewaschen. Anschließend wurde jeweils 100 µl Streptavidin-HRP pro Well 
hinzu pipettiert und die Platte für eine halbe Stunde bei RT inkubiert. Nun wurde der Inhalt der 
Wells verworfen die Platte 5x gewaschen. Anschließend wurden 100 µl Substrat Solution 
hinzugefügt und für 20 Minuten im Dunkeln (RT) inkubiert. Die induzierte Farbreaktion wurde 
mit 100 µl Stop Solution pro Well nach der Inkubationszeit abgestoppt. Die Bestimmung der 
Farbintensität erfolgte mittels Spektrophotometer (Wellenlänge 450nm, Korrekturfilter 
560nm). 
Für den Standard wurde eine Eichkurve mit 7 Verdünnungsstufen, ausgehend von einer 
Stammkonzentration von 500pg/ml (500pg/ml bis 7,8pg/ml), pipettiert. Als Leerwert wurde 
DMEM 2% FKS verwendet. 
 
 
Messung von CTGF 
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Die Messung von CTGF erfolgte mittels CTGF ELISA der Firma Cloud-Clone Corp. Vor der 
jeweiligen Benutzung wurden alle zugehörigen Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht. Die 
Inkubation erfolgte jeweils mit verschlossener Platte durch einen mitgelieferten 
Klebeabdeckungen. Die Beschichtung der 96-Well platten wurde bereits vom Hersteller 
durchgeführt. 
Zuerst wurden zu den bereits vom Hersteller beschichteten 96-Well-Platten 100µl 
Probe/Standard/Leerwert pro Well hinzugefügt. Die Platten wurden anschließend für zwei 
Stunden inkubiert (RT) und der Inhalt der Wells verworfen. Ohne anschließendes Waschen 
wurden nun 100 µl Detection Reagent A pro Well zugegeben und die Platte für eine Stunde bei 
37°C inkubiert. Anschließend wurden die Platten 4x mit dem entsprechenden Waschpuffer 
gewaschen. Anschließend wurden 100 µl Detection Reagent B pro Well hinzugefügt und bei 
37°C für 30 Minuten inkubiert. Danach wurden die Platten erneut 4x gewaschen und 90 µl 
Substratsolution pro Well zugefügt. Nach anschließender 20-minütiger Inkubation im Dunkeln 
(RT) wurde die Enzymreaktion durch Hinzufügen von 50 µl Stop Solution abgestoppt. Die 
Bestimmung der Farbintensität wurde mittels Spektrophotometer (Wellenlänge 450nm, 
Korrekturfilter 560nm) durchgeführt. 
Für den Standard wurde eine Eichkurve mit 7 Verdünnungsstufen, ausgehend von einer 




Messung von PAI-1 
 
Die Messung von PAI-1 erfolgte mittels Elabscience Biotechnology Co. Ltd. von BioLegend®. 
Vor der jeweiligen Benutzung wurden alle zugehörigen Reagenzien auf Raumtemperatur 
gebracht. Die Beschichtung der 96-Well Platten wurde bereits vom Hersteller durchgeführt. Die 
Ausführung des ELISA erfolgte nach den Angaben des Herstellers wie folgt: 
Anfangs wurden jedem Well der bereits vom Hersteller beschichteten 96-Well-Platten 100µl 
Probe/Standard/Leerwert pro Well hinzugefügt. Die Platten wurden anschließend für 90 
Minuten inkubiert und der Inhalt der Wells verworfen. Ohne anschließendes Waschen erfolgte 
danach die Zugabe von 100µl Biotinylated Detection Antibody working solution pro Well. Nun 
wurde die Platte erneut für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Wells 3x 
Mal mit 350µl Waschpuffer pro Well gewaschen. Dann wurden 100µl HRP Conjugate pro Well 
hinzugefügt und die Platte erneut für eine halbe Stunde bei 37°C inkubiert. Daraufhin erfolgte 
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ein erneutes Waschen analog den oben genannten Waschschritten. Schließlich wurden 90µl 
Substratsolution pro Well zugegeben und die Platte für 20 Minuten bei 37°C im Dunkeln 
inkubiert. Durch Hinzufügen von 50 µl Stop Solution wurde nach erfolgter Inkubation die 
Enzymreaktion abgestoppt. Die Bestimmung der Farbintensität wurde mittels 
Spektrophotometer (Wellenlänge 450nm, Korrekturfilter 560nm) durchgeführt. 
Für den Standard wurde eine Eichkurve mit 6 Verdünnungsstufen, ausgehend von einer 
Stammkonzentration von 20ng/ml (10ng/ml bis 0,313n/ml), pipettiert. Als Leerwert wurde 
DMEM 2% FKS verwendet 
 
 
Messung von FGF 
 
Die Messung von bFGF erfolgte mittels des Quantikine® ELISA von R&D Systems. Vor der 
jeweiligen Benutzung wurden alle zugehörigen Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht. Die 
Beschichtung der 96-Well platten wurde bereits vom Hersteller durchgeführt. Die Ausführung 
des ELISA erfolgte nach den Angaben des Herstellers wie folgt: 
Zunächst wurden 50µl Assay Diluent RD1-41 in jedes Well der vom Hersteller beschichteten 
96-Well-Platten sowie anschließend 50µl Probe/Standard/Leerwert pipettiert. Die Platte wurde 
anschließend für zwei Stunden inkubiert (RT). Nach erfolgter Inkubation wurde der Inhalt der 
Wells verworfen und jedes Well mittels 200µl Waschpuffer 4x gewaschen. Dann wurden 100 
μl Mouse/Rat bFGF Conjugate pro Well zugefügt und erneut für 2h bei RT inkubiert. Im 
Folgenden wurde der Inhalt der Wells erneut verworfen und die Platte gewaschen. 
Abschließend wurde in jedes Well 100µl Substrat Solution hinzugefügt und Platte für 30 
Minuten im Dunkeln inkubiert (RT). Die Enzymreaktion wurde nach Inkubation durch Zugabe 
von 100µl Stop Solution terminiert. Die Bestimmung der Farbintensität wurde mittels 
Spektrophotometer (Wellenlänge 450nm, Korrekturfilter 560nm) durchgeführt. 
Für den Standard wurde eine Eichkurve mit 7 Verdünnungsstufen, ausgehend von einer 
Stammkonzentration von 20.000pg/ml (2000pg/ml bis 31,3pg/ml), pipettiert. Als Leerwert 





Sowohl die deskriptive Statistik als auch die graphische Darstellung der Daten erfolgte mittels 
des Programmes SigmaPlot 12.0. 
Für die Berechnung der Signifikanz wurden die Mittelwertunterschiede der empirischen Daten 
bei statischen und gedehnten Zellen mittels gepaartem t-Test beziehungsweise bei nicht 
normalverteilten Daten mittels Mann-Whitney Rank Sum Test verglichen. Das 
Signifikanzniveau wurde auf α=0,05 festgelegt. Somit kann bei einem p- Wert ≤0,05 von 
Signifikanz gesprochen werden (Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner oder gleich 0,05%) Die 
Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardfehler (SEM) angegeben, wobei n die Anzahl der 






5.1 Beeinflussung der Zellmembranintegrität 
 
Die Apoptoseinduktion im Rahmen einer Zellschädigung durch unphysiologische mechanische 
Dehnung ist bei anderen Zellen der Lunge (z.B. alveoläre Typ II-Zellen) gut untersucht und 
stellt einen wesentlichen Mechanismus bei der Lungenschädigung dar (Vlahakis und Hubmayr 
2005; Hammerschmidt et al. 2004). Für die Bestimmung der Zellmembranintegrität wurde die 
LDH Freisetzung nach erfolgter mechanischer Dehnung im Überstand untersucht. Für die 
Analyse der LDH Sekretion nach den 24 stündigen Dehnungsexperimenten wurde die Aktivität 
von LDH in den Überständen der statischen und gedehnten Fibroblastenkulturen mittels 
Cytotoxcity Detection Kit (LDH) gemessen. 
Hierbei zeigte sich, dass die Aktivität der LDH in den Überständen nach physiologischer 
Dehnung (20-15) der Fibroblasten nicht signifikant erhöht war (stat.: 0,0394 U/ml ± 0,006 vs. 
physiol. ged.:0,047 U/ml ± 0,008; Abb. 3). 
Im Gegensatz zur physiologischen Dehnung zeigte sich nach unphysiologischer Dehnung (40- 
30), dass eine signifikant erhöhte LDH Aktivität in den Überstanden im Vergleich zu den 
zugehörigen statischen Kontrollen vorhanden war. 
(stat.: 0,0394 U/ml ± 0,006 vs. unphysiol. ged.: 0,198 U/ml ± 0,048; Abb. 3) 
 
Zudem wurde eine Berechnung der Ratio (Verhältnis) durchgeführt, um den Anstieg der LDH 
Freisetzung der unphysiologisch gedehnten Fibroblasten im Vergleich zu den physiologisch 
gedehnten Zellen zu bestimmt. Hierbei zeigte sich eine Ratio von 4,23. Dies bedeutet, dass die 
unphysiologische Dehnung von Fibroblasten einen 4,23-fachen Anstieg der LDH Aktivität 

























statisch physiologisch ged unphysiologisch ged 
 
 
Abbildung 3: LDH-Aktivität im Überstand von pulmonalen Rattenfibroblasten in Abhängigkeit von 
physiologischer und unphysiologischer Dehnung. Lungenfibroblasten-Zellen wurden auf Bioflex-6well- 
Kulturplatten ausgesät (1,5x106 Zellen pro well) und über Nacht adheriert. Anschließend wurden die Zellen für 24 Stunden 
gedehnt. Nach der Dehnung wurde die LDH-Aktivität in den Überständen gemessen. Als Kontrolle wurde die LDH-Aktivität 




5.2 Beeinflussung der Zellvitalität/Apoptose 
 
Ein wichtiger Mechanismus bei der Genese einer Lungenfibrose infolge einer akuten 
Lungenschädigung ist die mechanische Induktion einer gesteuerten Apoptose oder einer 
ungesteuerten Nekrose der Fibroblasten (Hammerschmidt et al. 2004; Günther et al. 2001). Im 
Anschluss an die 24-stündigen Dehnung wurde deshalb mittels durchflusszytometrischer 
Untersuchung am FACS die Apoptose bzw. Nekrose der gedehnten Fibroblasten untersucht. 
Dazu wurde die Zellen mit Annexin-V FITC und PI angefärbt. Im Ergebnis ließen sich dadurch 
vier Kategorien von Zellvitalitätszuständen beschreiben: 
 Vitale Zellen (ungefärbt) 
 Frühapoptotische Zellen (Annexin V-FITC positiv, PI negativ) 
 Spätapoptotische Zellen (PI und Annexin V-FITC positiv) 
 Nekrotische Zellen (PI positiv, Annexin V-FITC negativ) 





Nach 24-stündiger mechanischer Zell Dehnung zeigte sich kein statistisch signifikanter 
Unterschied der Menge an vitalen Zellen zwischen physiologisch gedehnten Fibroblasten (D20- 
























statisch physiologisch ged unphysiologisch ged 
 
 
Abbildung 4: Relative Anzahl von vitalen pulmonalen Rattenfibroblasten in Abhängigkeit von 
physiologischer und unphysiologischer Dehnung. Lungenfibroblasten-Zellen wurden auf Bioflex-6well- 
Kulturplatten ausgesät (1,5x106 Zellen pro well) und über Nacht adheriert. Anschließend wurden die Zellen für 24 Stunden 
gedehnt. Nach der Dehnung wurde der Anteil der vitalen Fibroblasten mittels FACS gemessen. Als Kontrolle wurde der Anteil 
der vitalen Fibroblasten statischer (nicht-gedehnter) Zellen bestimmt. * p<0,05 
Im Unterschied zur physiologischen Dehnung zeigte sich nach unphysiologischer Dehnung (D40- 
30_25) ein leichter, signifikanter Abfall der Menge vitaler Fibroblasten im Vergleich zu der 
korrespondierenden statischen Kontrolle. 



















Nach 24-stündiger mechanischer Dehnung zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied 
der Menge an frühapoptotischen Zellen zwischen physiologisch gedehnten Fibroblasten (D20- 
15) und der statischen Kontrolle (Abb. 5). 
 
Dagegen zeigte sich bei unphysiologischer Dehnung ein signifikanter Anstieg der Menge 
frühapoptotischer Fibroblasten gegenüber der korrespondierenden statischen Kontrolle. 
 
 





























statisch physiologisch ged unphysiologisch ged 
 
 
Abbildung 5: Relative Anzahl von frühapoptotischen pulmonalen Rattenfibroblasten in Abhängigkeit 
von physiologischer und unphysiologischer Dehnung. Lungenfibroblasten-Zellen wurden auf Bioflex-6well- 
Kulturplatten ausgesät (1,5x106 Zellen pro well) und über Nacht adheriert. Anschließend wurden die Zellen für 24 Stunden 
gedehnt. Nach der Dehnung wurde der Anteil der frühapoptotischen Fibroblasten mittels FACS gemessen. Als Kontrolle wurde 




























Unter physiologischer zyklischer Zelldehnung (D20-15) konnte kein signifikanter Unterschied 
der Menge spätapoptotischer Zellen im Vergleich zur statischen Kontrolle gemessen werden 
(Abb. 6). 
Betrachtet man nun die unphysiologisch gedehnten Fibroblasten (D40-30_25) im Vergleich zur 




































Abbildung 6: Relative Anzahl von spätapoptotischen pulmonalen Rattenfibroblasten in Abhängigkeit 
physiologischer und unphysiologischer Dehnung. Lungenfibroblasten-Zellen wurden auf Bioflex-6well- 




























gedehnt. Nach der Dehnung wurde der Anteil der spätapoptotischen Fibroblasten mittels FACS gemessen. Als Kontrolle wurde 





Bei der Analyse der Menge an nekrotischen Zellen zwischen den physiologisch gedehnten 
Fibroblasten (D20-15) und den zugehörigen statischen Kontrollen konnte kein signifikanter 
Unterschied gefunden werden (Abb. 7). 
Bei der Betrachtung von unphysiologisch gedehnten Fibroblasten und der statischen Kontrolle 
wurde ein signifikanter Unterschied in der der Menge nekrotischer Zellen zwischen diesen 
beiden Versuchsgruppen beobachtet. 
 
 


















































Abbildung 7: Relative Anzahl von nekrotischen pulmonalen Rattenfibroblasten in Abhängigkeit von 
physiologischer und unphysiologischer Dehnung. Lungenfibroblasten-Zellen wurden auf Bioflex-6well- 
Kulturplatten ausgesät (1,5x106 Zellen pro well) und über Nacht adheriert. Anschließend wurden die Zellen für 24 Stunden 
gedehnt. Nach der Dehnung wurde der Anteil der nekrotischen Fibroblasten mittels FACS gemessen. Als Kontrolle wurde der 
Anteil der nektrotischen Fibroblasten statischer (nicht-gedehnter) Zellen bestimmt. * p<0,05 
 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es keinen Unterscheid in der Zellvitalität von 
physiologisch gedehnten Fibroblasten und nicht gedehnten Fibroblasten gibt. Es konnte jedoch 
in allen vier Kategorien der Zellvitalität ein signifikanter Unterschied zwischen 
unphysiologisch gedehnten Fibroblasten und nicht gedehnten Fibroblasten gemessen werden. 
Es lässt sich jedoch feststellen, dass im Vergleich zu unphysiologisch gedehnten Alveolar Typ 
2 Zellen, welche im Rahmen einer anderen Doktorarbeit [siehe Dissertation Christian Zobel] 
parallel gemessen wurden, der Unterschied von vitalen Fibroblasten und vitalen alveolar Typ 
2-Zellen nach unphysiologischer Dehnung signifikant ausfällt. So zeigt sich, dass Fibroblasten 
(Fibroblasten: stat.: 97,426% ± 0,341 vs. gedehnt 91,77% ± 2,215 vitale Zellen; alveolar Typ 2 
Zellen: statisch 85,4±4,6 vs. gedehnt 67,4±6,5 vitale Zellen) nach unphysiologischer Dehnung 
anscheinend eine deutlich höhere „Widerstandsfähigkeit“ gegenüber Dehnungsstress aufweisen 
als vergleichsweise die alveolar Typ 2 Zellen. 
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5.3 Einfluss von Dehnung auf die Produktion Fibrose-modulierender Faktoren 
 
5.3.1 Freisetzung von TGF-ß1 
 
TGF-ß1 ist einer der wichtigsten fibrosemodulierenden Wachstumsfaktoren und an nahezu 
allen fibrotischen Umbauten von Gewebe beteiligt. Aus diesem Grund wurde TGF-ß1 in den 
Überständen von gedehnten Fibroblasten mittels ELISA bestimmt. Die Konzentration von 
TGF-ß1 im Zellkulturüberstand nach 24 stündiger physiologischer Dehnung zeigte sich 
signifikant erhöht gegenüber der Konzentration in den dazugehörigen statischen Kontrollen 
(Abb. 8). Die Konzentration von TGF-ß1 nach unphysiologischer Dehnung (D40-30_25) 
gegenüber der korrespondierenden statischen Kontrolle zeigte keine signifikanten Unterschiede 
(stat.: 167,432 pg/ml ± 20,736 vs. physiol. ged.: 209,884 pg/ml ± 30,049 vs. unphysiol. ged.: 























statisch physiologisch ged unphysiologisch ged 
 
 
Abbildung 8: Freisetzung von TGF-ß1 von pulmonalen Rattenfibroblasten in Abhängigkeit 
physiologischer und unphysiologischer Dehnung. Für die Analyse der TGF-ß1 Sekretion nach 24 stündigen 
Dehnungsexperimenten wurde die Konzentration von TGF-ß1 in den Überständen der statischen und gedehnten 
Fibroblastenkulturen mittels ELISA gemessen. Lungenfibroblasten-Zellen wurden auf Bioflex-6well-Kulturplatten ausgesät 














Dehnung wurde die TGF-ß1 Konzentration in den Überständen mittels ELISA gemessen. Als Kontrolle wurde die TGF-ß1 





5.3.2 Freisetzung von CTGF 
 
 
CTGF (connective tissue growth factor) ist einer der wichtigsten fibrosemodulierenden 
Wachstumsfaktoren und an nahezu allen fibrotischen Umbauten von Gewebe beteiligt (vlg. 
Kapitel 1.5.2). Insbesondere bei gleichzeitig erhöhtem TGF-ß1 ist die profibrogene Wirkung 
von CTGF erhöht. Aus diesem Grund wurde CTGF in den Überständen von gedehnten 
Fibroblasten mittels ELISA bestimmt. 
Die Konzentration von CTGF im Zellkulturüberstand nach 24 stündiger physiologischer 
Dehnung unterschied sich nicht signifikant von der Konzentration in der dazugehörigen 
statischen Kontrolle (Abb. 9). Im Gegensatz dazu war die Konzentration von CTGF nach 
unphysiologischer Dehnung gegenüber der korrespondierenden statischen Kontrolle signifikant 
vermindert. 
(stat.: 13,874 pg/ml ± 0,591 vs. physiol. ged.: 12,435 pg/ml ± 1,299 vs. unphysiol. ged.: 11,456 
pg/ml ± 0,550). 
 
Allerdings war der Konzentrationsunterschied der CTGF-Freisetzung zwischen der 
physiologischen und unphysiologischen Dehnung nicht signifikant. 























statisch physiologisch ged unphysiologisch ged 
 
 
Abbildung 9: Freisetzung von CTGF von pulmonalen Rattenfibroblasten in Abhängigkeit von 
physiologischer und unphysiologischer Dehnung. 
Für die Analyse der CTGF Sekretion nach 24 stündigen Dehnungsexperimenten wurde die Konzentration von CTGF in den 
Überständen der statischen und gedehnten Fibroblastenkulturen mittels ELISA gemessen. Lungenfibroblasten-Zellen wurden 
auf Bioflex-6well-Kulturplatten ausgesät (1,5x106 Zellen pro well) und über Nacht adheriert. Anschließend wurden die Zellen 
für 24 Stunden gedehnt. Nach der Dehnung wurde die CTGF Konzentration in den Überständen mittels ELISA gemessen. Als 
Kontrolle wurde die CTGF Konzentration in den Überständen statischer (nicht-gedehnter) Zellen bestimmt. * p<0,05 im 




5.3.3 Freisetzung von TIMP-1 
 
Die Regulation von Matrix Metalloproteinasen und ihre Inhibition ist ein wichtiger 
Mechanismus bei der Entstehung einer Lungenfibrose. Insbesondere ein Überschuss an diesen 
Inhibitoren hat profibrotische Auswirkungen, indem der Abbau Extrazellulärer Matrix 
gehemmt wird. Aus diesem Grund wurde TIMP-1 (metallopeptidase inhibitor 1) in den 
Überständen von gedehnten Fibroblasten mittels ELISA bestimmt. Die gemessene 
Konzentration von TIMP-1 im Zellkulturüberstand nach 24-stündiger physiologischer Dehnung 














statischen Kontrolle (Abb. 10). Die Konzentration von TIMP-1 im Zellkulturüberstand nach 24 
stündiger unphysiologischer Dehnung unterschied sich nicht signifikant von der Konzentration 
in der dazugehörigen statischen Kontrolle. 
(stat.: 14,629 pg/ml ± 4,269 vs. physiol. ged.: 20,376 pg/ml ± 4,295 vs. unphysiol. ged.: 16,570 
pg/ml ± 5,631) 
 
 
Abbildung 10: Freisetzung von TIMP-1 von pulmonalen Rattenfibroblasten in Abhängigkeit 
physiologischer und unphysiologischer Dehnung. 
Für die Analyse der TIMP-1 Sekretion nach 24 stündigen Dehnungsexperimenten wurde die Konzentration von TIMP-1 in den 
Überständen der statischen und gedehnten Fibroblastenkulturen mittels ELISA gemessen. Lungenfibroblasten-Zellen wurden 
auf Bioflex-6well-Kulturplatten ausgesät (1,5x106 Zellen pro well) und über Nacht adheriert. Anschließend wurden die Zellen 
für 24 Stunden gedehnt. Nach der Dehnung wurde die TIMP-1 Konzentration in den Überständen mittels ELISA gemessen. 
Als Kontrolle wurde die TIMP-1 Konzentration in den Überständen statischer (nicht-gedehnter) Zellen bestimmt. * p<0,05 im 
Vergleich zur statischen Kontrolle, n=7 
5.3.4 PAI-1, IL-6 und FGF 
 
Die Messwerte der drei Faktoren lagen bei allen Messungen sowohl von den statischen als auch 
von den gedehnten Zellen unterhalb des vom Hersteller angegebenen Referenzwertes. Deshalb 





Lungenfibrose als Folge einer Vielzahl an möglichen pathologischen Einflussfaktoren stellt bis 
heute die klinische Versorgung betroffener Patienten aufgrund so gut wie nicht vorhandener 
kausaler Therapieoptionen vor gewaltige Herausforderungen. Besonders die Einflüsse 
mechanischer Dehnung auf die bereits vorgeschädigte Lunge im Rahmen eines ARDS und 
dessen Beitrag zur Entstehung einer Lungenfibrose sind zwar klinisch seit langem bekannt, die 
Ursachen auf Zellebene jedoch sind weiterhin nicht ausreichend erforscht. 
In der vorliegenden Arbeit wurden pulmonale Rattenfibroblasten in einem in vitro Modell 
verschiedenen Arten zyklischer mechanischer Dehnung über einen Zeitraum von 24 h 
ausgesetzt. Im Anschluss an die Dehnungen wurde die Zellmembranintigrität sowie die 
Zellvitalität gemessen und mittels ELISA die Konzentration von verschiedenen 
fibrosemodulierenden Wachstumsfaktoren im Kulturüberstand quantitativ bestimmt. Durch 
den Vergleich mit physiologisch gedehnten und nicht-gedehnten Zellen sollen neue 




6.1 Diskussion der Methodik 
 
6.1.1 Die Zellkultur 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung auf 
Fibroblasten untersucht. Hierzu wurde eine kommerziell erhältliche, fetale Fibroblastenzelllinie 
der Spezies Rattus norvegicus mit der Bezeichnung Rat2 (ATCC®CRL-1764™) verwendet. 
Diese Zelllinie, ursprünglich aus Fischers rat fibroblast 3T3 like cell line Rat1 gezüchtet, ist 
resistent gegen Bromdesoxyuridin. Sie zeichnet sich jedoch durch einen normalen Phänotyp 
aus und besitzt ihre ursprüngliche Funktions- und Lebensfähigkeit (Topp 1981; Peng et al. 
1996). Zwar existieren auch Fibroblasten der Lunge menschlichen Ursprungs (Girardi et al. 
1966) sowie Fibroblasten aus anderen Geweben (Deng et al. 2008), jedoch wurde sich hier im 
Sinne der Verfügbarkeit und der Nachzüchtungsmöglichkeit für die oben genannte Zelllinie 
entschieden, da diese sich für die Experimente unbegrenzt replizieren sowie bei Bedarf auch 
kryokonservieren lassen, ohne in ihrer Vitalität eingeschränkt zu werden, wie es zum Beispiel 
bei immortalisierten humanen Fibroblastenzellinien der Fall ist (Girardi et al. 1966). Zudem 
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zeigen Rattenfibroblasten deutlich bessere Proliferationseigenschaften, insbesondere eine 
raschere Proliferation nach Aussaat sowie eine höhere Proliferationsrate als humane und 
Primaten-Fibroblasten (Greco und Ehrlich 1992). Darüber hinaus sind die gewonnen 
Ergebnisse der Arbeit durch die Wahl von Rattenfibroblasten besser mit den Ergebnissen von 
alveolar Typ 2 Zellen der Ratte zu vergleichen, welche ebenfalls in unserem Labor erhoben 
wurden. 
Auch die Verwendung fetaler Fibroblasten stellt aus unserer Sicht kein Problem dar. Obwohl 
keine vergleichenden Studien fetaler und adulter Fibroblasten hinsichtlich Reaktionen auf 
mechanischen Stress existieren, stellt die Verwendung fetaler Fibroblasten sowohl in unserem 
Labor als auch in Fremdlaboren eine wissenschaftlich anerkannte Methode dar (Wang et al. 





6.1.2 Zyklisch-mechanische Dehnung als in vitro Modell 
 
 
Grundsätzlich ist die Simulation einer in vivo Lunge als in vitro Modell äußerst schwierig. Eine 
in vivo Lunge besteht aus einem äußerst komplexen Zusammenspiel einer Vielzahl von 
unterschiedlichen Zelltypen, welche sowohl lokal als auch quantitativ unterschiedlich verteilt 
sind und so einerseits die strukturellen wie andererseits auch die funktionellen Anteile einer 
Lunge bilden. Zudem stehen alle diese Zelltypen untereinander in ständiger Kommunikation 
und beeinflussen somit ihre Funktion und ihre Ausprägung fortlaufend. Wie bereits in Kapitel 
1.3 erläutert kommt es bei in vivo geschädigten Lungen aufgrund des Laplace-Gesetzes zu 
unterschiedlichen Dehnungsamplituden in einzelnen Lungenabschnitten. Zudem können 
gesunde beziehungsweise mehr oder weniger geschädigte Lungenbereiche in vivo 
nebeneinander vorliegen, sodass dort deutlich unterschiedliche Drücke in unterschiedlichen 
Lungenabschnitten vorherrschen können. 
Ein wissenschaftliches in vitro Modell jedoch muss, um eine gleichsam eindeutige Ursache- 
Wirkung Beziehung herstellen zu können, mit möglichst wenig undefinierten Parametern 
auskommen, um so die Ergebnisse auch auf andere Sachverhalte übertragen zu können. In dem 
vorliegenden in vitro Model wurden zu einem mit den pulmonale Rattenfibroblasten nur eine 
Zellpopulation verwendet. Weiterhin wurde maschinell mit definierter gleichbleibender 
Amplitude und Frequenz über den Expositionszeitraum von 24 h gedehnt. Damit bot das 
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verwendete in vitro Modell die Voraussetzungen, um gezielt den Einfluss von 
unphysiologischer Dehnung auf Fibroblasten reproduzierbar testen zu können. 
Zusammenfassend lässt sich somit sagen, dass trotz der strukturellen Schwächen eines in vitro 
Systems zur Abbildung einer in vivo Lunge das in dieser Arbeit verwendete Zellkultur- 
Dehnungsverfahren eine ausreichende und gute Abbildung der relevantesten physikalischen 
Einflussgrößen zulässt. Insbesondere die Homogenität und Berechenbarkeit der auf die 
Zellkultur wirkenden Einflussfaktoren sowie die durch den Versuchsaufbau hohe 





6.1.2.1 Flexlink Flexercell Strain Unit FX-3000  
 
 
Bisher wurden auf dem Gebiet der mechanischen Dehnung vielfältige Methoden beschrieben 
und diverse Apparaturen für die in vitro Abbildung der komplexen in vivo Vorgänge genutzt. 
Brown et al. beschreibt in seiner Übersichtsarbeit verschiedene apparative Möglichkeiten, 
sowohl statische als auch zyklische Dehnung zu induzieren, sowie uniaxiale, biaxiale Dehnung 
oder Scherung mit positiven und negativen Drücken als auch Bearbeitung der Zellkulturen mit 
Mikropipetten und den Einsatz von Magnetkräften (Brown 2000). Es existieren des Weiteren 
Versuchsaufbauten mit dem Einsatz von hydrostatischen Drücken zur Zelldehnung (Carroll et 
al. 2014). Elsaadany et al. beschreibt darüber hinaus softwareoptimierte, multiaxiale 
Dehnungsapparate, in welchen sich dreidimensionale Zellkulturen mechanischem zyklischen 
Stress aussetzen lassen (Elsaadany et al. 2017). 
In der vorliegenden Arbeit wurde zur mechanischen zyklischen Zelldehnung der 
Rattenfibroblasten das kommerziell erhältliche System „Flexlink Flexercell Strain Unit FX- 
3000“ verwendet. Bei diesem System lassen sich mittels spezieller Software die 
Dehnungsparameter Amplitude, Frequenz sowie die Versuchsdauer auf die gewünschten Werte 
anpassen, um so die Verhältnisse in einer vivo Lunge möglichst adäquat zu simulieren. 
Durch diese Maschine lassen sich biaxiale, nicht planare, zyklische Ausdehnungen der zu 
untersuchenden Kulturen erreichen. Die genaue Funktionsweise wurde bereits in Kapitel 3.2.1 
beschrieben. Der prinzipielle Aufbau und dessen Wirksamkeit hinsichtlich der Zelldehnung 
wurde bereits 1985 von Banes et al. beschrieben und findet in der Wissenschaft als System zur 
Zelldehnung eine weite Verbreitung sowie Reputation (Brown 2000; Banes et al. 1985). Wie 
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bereits eingangs erwähnt, ist jedoch jede in vitro Methode in gewissen Punkten fehleranfällig 
im Vergleich zum in vivo Model. So beschrieb zum Beispiel Gilbert et al. 1994, dass eine bei 
ihren Experimenten 2mm dicke Silikonmembran zu inhomogenen Auslenkungen derselben bei 
konstant anliegendem Sog führte. Dies hatte zur Folge, dass zentral adhärente Zellen weniger 
Dehnung erfuhren, als Zellen in der Peripherie (Gilbert et al. 1994). Um dieser Effekt deutlich 
verringern wurde die Dicke der Silikonmembranen reduziert (Brown 2000). Für diese Arbeit 
wurden deshalb Dicken-reduzierte Bioflex-Silikonmembranen verwendet. Weiterhin wurden 
die Zellen möglichst zentral auf den Bioflex-Platten kultiviert, um so eine möglichst hohe 
Homogenität der auf die Zellkultur wirkenden Dehnung zu erreichen. Zudem wurden von 
Vlahakis et al. (1999) die Frage aufgeworfen, ob bei sich bewegender Silikonmembran in 
Zusammenspiel mit trägen Nährmedien Scherkräfte auf die dem Nährmedium zugewandten 
Seite der Zellkultur einwirken (Vlahakis et al. 1999). Jedoch wurde diesen Scherkräften bislang 
keine beeinflussende Bedeutung zugeschrieben (Vande Geest et al. 2004). 
In den letzten Jahren wurden die Methoden zu in vivo nahen Applikation mechanischer 
Dehnung kontinuierlich weiterentwickelt (Kamble et al. 2018). So existieren zum Beispiel 
Nachfolger des in dieser Arbeit verwendeten Dehnungsapparates (Flexcell® FX-5000/6000™ 
Tension System), welche vor allem hinsichtlich des Handlings und der 
Einstellungsmöglichkeiten optimiert wurden, sich jedoch im Prinzip der Dehnungsapplikation 
nicht von unserem Modell unterscheiden und ebenfalls Anwendung in der Forschung finden 
(Qiu et al. 2018). 
Somit lässt sich zusammenfassen, dass die in dieser Arbeit verwendete Flexlink Flexercell 
Strain Unit FX-3000 eine gängige Methode zur Applikation von Dehnungsstress auf 
Zellkulturen darstellt sowie eine ausreichend gute in vitro Applikation von mechanischer 
Dehnung ermöglicht und somit unter möglichst wenigen undefinierten Parametern auch 
zwischen verschiedenen Zellpopulationen oder über mehrere Versuchsreihen hinweg 





6.1.2.2 Definition der Dehnungsmuster  
 
 
Für die durchgeführten Versuche wurden zuvor mit Hilfe der bereits in Kapitel 3.1.2 
beschriebenen Software verschiedene Dehnungsmuster definiert, um einerseits eine 
physiologische, in Ruheatmung befindliche Rattenlunge sowie eine, wie bei Langzeitbeatmung 
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üblich und notwendig, unphysiologisch hohen Druck- und Tidalvolumina ausgesetzten Lunge 
zu simulieren. Für die Simulation der unphysiologisch gedehnten Lunge wählten wir eine 
Dehnungsfequenz von 40/min. Zwar liegt die Ruheatemfrequenz bei Ratten zwischen 70 und 
110/min (FUST und HARTMANN 1961), jedoch lässt der Versuchsaufbau auf Grund 
technischer Limitierung nur eine leicht reduzierte Frequenz zu. Versuche, die gewählten 
Frequenzen zu erhöhen führten zu einer Überhitzung der Vakuumpumpe sowie auf Grund der 
Eigenschaften der Silikonmembranen zur Ruptur dieser. Deshalb wählten wir, auch in Hinblick 
auf gute Ergebnisse in bereits erfolgten und veröffentlichten Versuchen unserer Arbeitsgruppe, 
eine leicht reduzierte Frequenz. 
Als Amplitude der Dehnung, welche der Auslenkung der Bioflex-Membranen entspricht, 
wählten wir auf Grund der Arbeiten von (Tschumperlin und Margulies 1999) eine Auslenkung 
von 30% als Analogon einer unphysiologisch ausgedehnten Lunge und eine Amplitude von 
15% als Simulation für eine physiologisch ausgedehnte Lunge. Die oben genannten Autoren 
beschrieben in ihrer Arbeit die Oberflächenveränderung der Basalmembran im Rattenmodell 
während der Atmung. Hierbei entsprach eine 7-15%ige Oberflächenvergrößerung einer 40- 
70%igen totalen Lungenkapazität, wohingegen eine circa 30%ige Auslenkung in etwa 100% 
der totalen Lungenkapazität entspricht (Tschumperlin und Margulies 1999). Zudem konnten 
wir in der Auswahl der Dehnungsmuster auch auf bereits gemachte Erfahrungen unseres Labors 
zurückgreifen (Hammerschmidt et al. 2004; Hammerschmidt et al. 2005; Hammerschmidt et al. 
2007). Da jedoch die Fibroblasten der Lunge hauptsächlich im Bindegewebe lokalisiert sind, ist 
davon auszugehen, dass diese partiell geringeren Dehnungen ausgesetzt sind als in dieser Arbeit 
angenommen. Jedoch existieren in bereits geschädigten Lungen auf Grund des Baby- Lung-
Effektes wiederum auch Bereiche, die deutlich höheren Drücken im Bereich der Alveolen 
ausgesetzt sind, als hier verwendet. Da es jedoch bisher keine Studien zur Dehnung von 
Fibroblasten in vivo gibt, orientierten wir uns hierbei an den bereits oben genannten Studien. 
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Die Schädigung der Zellmembranintegrität bei Rattenfibroblasten nach physiologischer und 
unphysiologischer mechanischer zyklischer Dehnung über 24 h wurde an Hand der erfolgten 
LDH-Freisetzung gemessen. Im Vergleich zur statischen Kontrolle zeigte sich nach 
physiologischer Dehnung kein signifikanter Anstieg der LDH Konzentration im Überstand. 
Nach unphysiologischer Dehnung konnte jedoch ein signifikanter Anstieg im Vergleich zur 
statischen Kontrolle gemessen werden. Insgesamt erhöhte sich die LDH Konzentration im 
Überstand nach unphysiologischer Dehnung um mehr als das Vierfache im Vergleich sowohl 
zur statischen Kontrolle als auch zur physiologisch gedehnten Kultur. 
Die Messung der Zellmembranintigrität beruht darauf, dass durch Stress induzierte Löcher in 
der Membran das intrazelluläre LDH in den Extrazellularraum gelangt. Kann eine Zelle die 
entstandenen Schäden nicht schnell und suffizient beseitigen, kommt es durch die Schädigung 
zu einem massiven Kalziumeinstrom und konsekutiv zur Nekrose der Zelle (Murata et al. 2014; 
Mendez et al. 2004; Vlahakis und Hubmayr 2005). 
Jedoch ist davon auszugehen, dass Fibroblasten trotz einer vierfachen Erhöhung der LDH 
Freisetzung über suffiziente Reparaturmechanismen der Zellmembran verfügen, da auch nach 
unphysiologischer Dehnung der Anteil an spätapoptotischen Zellen unter zwei Prozent, der 
Anteil nekrotischer Zellen sogar unter einem Prozent liegt (siehe unten). Fibroblasten scheinen 
folglich über ausreichend Kapazität zu verfügen, um nach unphysiologischer Dehnung eine 
bedrohliche Zellschädigung größtenteils umgehen zu können. 
In diesem Kontext wurde bereits die erhöhte Syntheseleistung von membranassoziierten, 
zytoskeletalen Proteinen wie Filamin A beschrieben, welche möglicherweise für die erhöhte 
Resistenz gegenüber mechanischer Belastung ausschlaggebend sind (D'Addario et al. 2001). 
Sowohl bei den hier durchgeführten Versuchen als auch in anderen Arbeiten wird die 
Schädigung der Fibroblastenzellmembran insbesondere durch die Amplitude und weniger 
durch die Frequenz bedingt (Hammerschmidt et al. 2004). In diesen Untersuchungen konnte 
die Abhängigkeit der Zellmembranintigrität bzw. die Freisetzung von LDH in Abhängigkeit 
von den verwendeten Dehnungsmustern aufgezeigt werden. Allerdings wurden in diesen 
Versuchen alveolär-epitheliale Typ 2 Zellen aus der Rattenlunge verwendet. Bei diesen Zellen 
wurden aufgrund dehnungsinduzierter Schädigung deutlich höhere LDH-Werte gemessen. 
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Somit lässt sich zusammenfassen, dass unphysiologische mechanische Dehnung über 24 
Stunden bei Fibroblasten zwar eine Schädigung der Zellmembranintigrität und damit Nekrose 
bei einem kleinen Teil der untersuchten Population induziert. Diese Schädigung und die damit 
verbundene Induktion von Nekrose ist allerdings deutlich geringer als vergleichsweise bei 








In der vorliegenden Arbeit wurde die Zellvitalität mittels Annexin-Färbung und 
Durchflusszytometrie gemessen. Hierbei hatte die Anwendung eines physiologischen 
Dehnungsmusters auf die pulmonalen Fibroblasten keinen Einfluss auf deren Zellvitalität im 
Vergleich zu ihrer statischen Kontrolle. Somit lässt sich postulieren, dass Dehnung an sich 
sowie die Auswahl des von uns applizierten physiologischen Dehnungsmusters (Kapitel 
3.2.1.3) keinen schädigenden Einfluss auf die Fibroblasten hatte. 
Im Vergleich dazu konnte jedoch bei unphysiologischer Dehnung ein geringfügiger, aber 
signifikanter Anstieg sowohl der nekrotischen, als auch der früh und spätapoptotischen Zellen 
im Vergleich zur statischen Kontrolle nachgewiesen werden. Dementsprechend zeigte sich auch 
ein signifikant reduzierter Anteil vitaler Fibroblasten an der Gesamtzellzahl. Insbesondere der 
Anteil der frühapoptotischen Zellen lag mit 5,47% über der statischen Kontrolle mit 1,88%. 
Dieses Ergebnis deckt sich mit der ebenfalls durchgeführten Zellmembranintigritätsmessung, 
die bereits oben unter Punkt 5.2.1 diskutiert wurde. 
Auch anderen Studien mit ähnlicher Methodik kamen zu der Erkenntnis, dass unphysiologische 
mechanische Dehnung eine Apoptoseinduktion bei Fibroblasten nach sich zieht (Sanchez- 
Esteban et al. 2002; Hawwa et al. 2011). In diesen Arbeiten wurden ebenfalls wie in dieser 
Arbeit fetale Fibroblasten der Rattenlunge mechanischem Stress ausgesetzt und zeigten 
daraufhin eine erhöhte Apoptoserate. Auch in Studien mit anderer Methodik konnte eine 
Induktion von Apoptose durch Dehnung gezeigt werden. So erreichte Tian et al. mit einem 
Versuchsaufbau, in welchem die Fibroblasten in ein Kollagengel eingebettet wurden und 
anschließend durch Auslenkung der Kollagenmatrix gedehnt wurden ebenfalls einen Anstieg 
der Apoptoserate (Tian et al. 2002). 
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Größere Beachtung als pulmonale Fibroblasten in ihrer Eigenschaft als mesenchymale Zellen 
und Bildnern des Lungengerüsts fanden in der Forschung bis zum heutigen Tag 
Alveolarepithelzellen. Hierbei waren insbesondere alveolare Typ 2 Zellen als Erzeuger des 
Surfactant und Vorläuferzellen der Alveolen auskleidenden Typ 1 Zellen Gegenstand der 
Forschung. In verschiedenen Studien konnte auch bei dieser Zellart eine durch 
unphysiologische mechanisch-zyklische Dehnung induzierte erhöhte Rate an apoptotischen und 
nekrotischen Zellen gemessen werden (Ning et al. 2012; Kuhn et al. 2010; Hammerschmidt et al. 
2004; Hammerschmidt et al. 2007). Auch in weiteren zellexperimentellen Studien unseres 
Labors konnten wir beispielsweise an humanen epithelialen A549-Zellen Zellen sowie anhand 
direkt aus Rattenlungen isolierten alveolären Typ 2 Zellen deutlich erhöhte Apoptose und 
Nekroseraten messen, welche unter exakt gleichen experimentellen Voraussetzungen 
durchgeführt wurden und sich somit sehr gut als Vergleich eignen (Simon-Andreas Hoffmann 
2009). Hierbei ist jedoch interessant, dass alveoläre Epithelzellen deutlich empfindlicher auf 
unphysiologische Dehnung zu reagieren scheinen, als die hier getesteten Fibroblasten. Dies 
konnte auch in einer Arbeit von Pinhu et al. bestätigt werden. Dort zeigten alveolar Typ 2 Zellen 
eine deutlich erhöhte Sensitivität auf mechanisch induzierten Stress als pulmonale Fibroblasten 
(Pinhu et al. 2008). 
In Zusammenschau dieser Ergebnisse scheinen also Fibroblasten der Lunge trotz Schädigung 
über eine gewisse Resistenz gegenüber unphysiologischer mechanischer Dehnung im Vergleich 
zu anderen Zellpopulationen der Lunge zu verfügen. Dies könnte unter anderem ein Grund für 
die Ausbildung einer Lungenfibrose nach längerer unphysiologischer Beanspruchung von 
Lungengewebe sein, da diese zu einer relativen Überpopulation von Fibroblasten führen kann. 
In anderen Arbeiten zeigte sich keine Apoptoseinduktion durch zyklische Mechanische 
Dehnung von fetalen Rattenfibroblasten (Kroon et al. 2013). Im Gegensatz zur vorliegenden 
Arbeit wurden in diesen Arbeiten jedoch geringere Dehnungszeiten, sowie eine maximale 
Amplitude von 17% appliziert. Dies könnte der Grund für die fehlende Apoptose der 
Fibroblasten sein, da auch unsere Ergebnisse eine fehlende Apoptose bei 15% 
Dehnungsamplitude zeigten. 
Trotz einiger interessanter Daten existieren jedoch nur wenige Studien zum Einfluss von 
Dehnung auf die Zellvitalität pulmonaler Fibroblasten. Jedoch gibt es eine Fülle von Studien 
zu mechanischer Dehnung von Fibroblasten anderer Organe. Da Fibroblasten omnipräsente 
Zellen mesenchymalen Ursprungs sind und keine Organspezifität besitzen, ist eine 
grundsätzlich ähnliche Verhaltensweisen hinsichtlich mechanischen Stresses zu erwarten. 
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Dadurch erscheint auch ein Vergleich mit den Ergebnissen dieser Arbeiten sinnvoll. So konnte 
nachgewiesen werden, dass mechanischer Stress bei Fibroblasten eine Schädigung durch 
oxidativen Stress hervorruft. Anschließend exponierte Li et al. humane Fibroblasten des 
uterosacralen Ligaments mit einer Frequenz von 0,3 Hz mechanischer Dehnung und konnten 
so eine gesteigerte Apoptose und einen schnelleren Alterungsprozess I auf Grund erhöhtem 
oxidativem Stress nachweisen (Li et al. 2016). In einer weiteren Arbeit konnte unter zyklischer 
Dehnung eine leicht erhöhte Apoptoserate von dermalen Fibroblasten über eine Aktivierung 
des PI3K/Akt-Signalweges gezeigt werden(Paterno et al. 2011). Auch an Fibroblasten der 
Aortenklappe konnte abhängig von mechanischer Dehnung eine Kalzium-abhängige erhöhte 
Apoptoserate nachgewiesen werden (Hutcheson et al. 2012). 
Es existieren jedoch auch Studien, die eine erhöhte Resistenz von Fibroblasten gegenüber 
mechanischem Stress hinsichtlich Apoptoseinduktion beschreiben. In einer Arbeit von Danciu 
et al. konnte anhand von gingivalen Fibroblasten nach zyklischer mechanischer Dehnung mit 
der auch in dieser Arbeit verwendeten FX-3000 Flexercell Strain Unit über 24 und 48 Stunden 
eine Deaktivierung von zur Forkhead Familie gehörenden proapoptotischen Proteinen gezeigt 
werden (Danciu et al. 2004). Diese Herunterregulierung von Apoptoseinduktoren nach 
mechanischem Stress ist insbesondere in Zusammenhang mit der Zellvitalitätsmessung in der 
vorliegenden Arbeit in Vergleich zur Zellmembranintigritätsmessung interessant, da 
hinsichtlich der erhöhten LDH Konzentrationen eigentlich eine höhere Apoptosefraktion in der 
FACS Messung zu erwarten gewesen wäre. Zu dieser Beobachtung lieferten auch Skutek et al. 
einen bemerkenswerten Beitrag. Sie beobachteten anhand von Fibroblasten der Patellarsehne, 
dass die Apoptoserate jener Zellen sich in Abhängigkeit der Dehnungsdauer ändert. So konnte 
nach 15-minütiger Dehnung eine signifikant erhöhte Anzahl an apoptotischen Zellen gemessen 
werden. Jedoch zeigte sich keine Änderung der Apoptoserate nach 60 Minuten Versuchsdauer. 
Die Autoren schlussfolgern aus dieser Beobachtung, dass Fibroblasten über die verlängerte 
Expositionszeit eine Toleranz gegenüber der ausgeübten Dehnung ausbilden (Skutek et al. 
2003). Dies könnte ein Grund dafür sein, dass die beobachtete Schädigung bei Fibroblasten 
geringer ist als bei alveolar Typ 2-Zellen. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Fibroblasten einer leichten Schädigung durch 
Ausübung unphysiologischer mechanischer Dehnung unterliegen und auch eine signifikant 
erhöhte Apoptoserate zeigen. Dieses Ergebnis deckt sich mit vorhergehenden Untersuchungen, 
welche den Einfluss von Reparaturmechanismen von Fibroblasten diskutieren, welche den 
Grad der Schädigung über längere Expositionszeiträume abmildern. Im Vergleich dazu sind 
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andere Zellen des Lungengewebes wie alveolar Typ 2 Zellen empfindlicher hinsichtlich 
unphysiologischer Dehnung und reagieren mit deutlich höheren Apoptose- und Nekroseraten. 
Diese Ergebnisse zeigen weiter, dass Fibroblasten dadurch einen Überlebensvorteil haben, der 
mitverantwortlich für die Entstehung einer Fibrose nach unphysiologischer Dehnung über einen 





6.2.3 Sekretion Fibrosemodulierender Faktoren 
 
6.2.3.1 TGF-ß1  
 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung auf die 
Freisetzung des Zytokins transforming growth factor (TGF-ß1) untersucht. TGF-ß1 ist einer 
der wichtigsten fibrosemodulierenden Wachstumsfaktoren und an nahezu allen fibrotischen 
Umbauten von Gewebe beteiligt. Insbesondere bei gleichzeitig erhöhtem CTGF ist die pro 
fibrogene Wirkung von TGF-ß1 erhöht (Abreu et al. 2002). In unseren Versuchen zeigte sich 
eine signifikante Erhöhung der TGF-ß1 Konzentration nach physiologischer mechanischer 
Dehnung im Vergleich zur statischen Kontrolle. Nach unphysiologischer mechanischer 
Dehnung zeigte sich dagegen kein signifikanter Unterschied von TGF-ß1 im Vergleich zur 
statischen Kontrolle. Die Studienlage hinsichtlich der Expression des Zytokins nach 
unphysiologischer Dehnung ist dabei nicht eindeutig. Es existieren allerdings auch wenige 
vergleichbaren Studien zur Expression von TGF-ß1 durch pulmonale Fibroblasten nach 
mechanischer zyklischer Dehnung. Blaauboer et al. untersuchten in einer Studie den Einfluss 
zyklischer mechanischer Dehnung auf Lungenfibroblasten hinsichtlich der Differenzierung von 
Fibroblasten zu Myofibroblasten und deren exzessive Ablagerung von extrazellulärer Matrix 
im Gewebe (Blaauboer et al. 2011). Hierbei wurden Fibroblasten über 48 Stunden mit einer 
Frequenz von 0,2Hz einer Oberflächenvergrößerung von 10% gedehnt. Die gemessenen Daten 
zeigten nach Dehnung eine signifikant verminderte Sekretion von TGF-ß1. Die Autoren 
schlossen daraus, dass die während der Atmung auftretende Dehnung von gesunden 
Fibroblasten einen protektiven Effekt auf die Differenzierung von Fibroblasten zu 
Myofibroblasten haben könnte. 
In anderen Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass durch pathologische Dehnung von 
dermalen Fibroblasten eine Erhöhung der Sekretion von TGF-ß1 stattfand (Peters et al. 2015; 
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Xu et al. 2017). So konnten auch Guo et al. 2011 an gingivalen Fibroblasten zeigen, dass diese 
nach 24 stündiger Dehnung mit einem signifikanten Anstieg von TGF-ß1 reagierten (Guo et al. 
2011). Blaauw et al. beobachteten ebenfalls einen deutlichen Anstieg von TGF-ß1 nach 
zyklischer Dehnung von kardialen Kaninchenfibroblasten (Blaauw et al. 2010), Allerdings 
erfolgte in ihrem Experiment die Messung von TGF-ß1 nach einen vergleichsweise kurzen 
Versuchszeitraum von 4 Stunden.. Auch Guo et al. konnten in ihrem vergleichenden 
Experiment mit dermalen und gingivalen Fibroblasten eine durch zyklische mechanische 
Dehnung induzierte signifikante Erhöhung von TGF-ß1 in beiden Zellpopulationen feststellen 
(Guo et al. 2011). 
Auch in menschlichen Fibroblasten des Pharynx konnte eine vermehrte Ausschüttung von TGF-
ß1 durch zyklische Verformung beobachtet werden (Wolchok et al. 2009). Jedoch wurden die 
Fibroblasten dieser Studie hochfrequenter Verformung von 100 Hz ausgesetzt, um die 
physiologischen Schwingungen während der Stimmbildung zu simulieren. Allerdings 
existieren bislang keine vergleichbaren Studien mit pulmonalen Fibroblasten und 
unphysiologischer Dehnung, mit welchen die Ergebnisse dieser Arbeit vergleichen werden 
könnten. Jedoch lassen sich die Ergebnisse der TGF-ß1 Messung dieser Arbeit gut mit den 
erfolgten Messungen hinsichtlich Expression von CTGF in Einklang bringen. CTGF, welches 
in unseren Versuchen unter unphysiologischer Dehnung sogar vermindert freigesetzt wird und 
TGF-ß1 beeinflussen sich gegenseitig in ihrer fibrosemodulierenden Wirkung. 
Verschiedene Arbeiten haben gezeigt, dass ohne das Vorliegen des jeweils anderen Faktors 
keine Stimulierung einer profibrotische Reaktion erfolgt (Wang et al. 2011; Wolchok et al. 
2009; Abreu et al. 2002; Leask et al. 2002). So lässt sich in Anbetracht der hier vorliegenden 
Messungen schlussfolgern, dass aus dem Vorhandensein eines physiologischen Stimulus für 
pulmonale Fibroblasten eine leichte signifikante Erhöhung der Ausschüttung des proliferativen 
Zytokins TGF-ß1 resultiert. Im Falle von unphysiologischer Beanspruchung zeigen unsere 
Ergebnisse jedoch, dass - einhergehend mit einer in der Zellvitalitätsmessung sichtbare 
Schädigung - diese in Fibroblasten eine Ausschüttung von TGF-ß1 als Wachstumsreiz 
verhindert, sodass kein Unterschied zu statischen Kulturen gemessen werden kann. Folglich 
stützen unsere Messergebnisse die Vermutung, dass unphysiologischer zyklischer Dehnung in 




6.2.3.2 CTGF  
 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung auf die 
Freisetzung des Zytokins connective tissue growth factor (CTGF) untersucht. CTGF ist einer 
der wichtigsten fibrosemodulierenden Wachstumsfaktoren und an nahezu allen fibrotischen 
Umbauten von Gewebe beteiligt. Insbesondere eine gleichzeitige Erhöhung von CTGF und 
TGF-ß1 erzeugt eine überproportional ausgeprägte profibrogene Wirkung (Abreu et al. 2002). 
In unseren Versuchen zeigte sich keine signifikante Veränderung der CTGF Konzentration 
nach physiologischer mechanischer Dehnung im Vergleich zur statischen Kontrolle. Nach 
unphysiologischer Dehnung wurde jedoch ein signifikanter Abfall der CTGF Konzentration im 
Vergleich zur statischen Kontrolle gemessen. Vergleicht man jedoch die verminderte 
Konzentration von CTGF in der unphysiologisch gedehnten mit der Konzentration in der 
physiologisch gedehnten Zellkultur, ergibt sich kein signifikanter Unterschied. 
Bisher existieren keine vergleichbaren Studien mit pulmonalen Fibroblasten und deren 
Freisetzung von CTGF, weshalb Vergleiche mit Fibroblasten anderer Gewebe herangezogen 
werden müssen, wobei durchaus unterschiedliche Ergebnisse in der Literatur existieren. Peters 
et al. konnten zum Beispiel anhand von in Kollagengel eingebetteten dermalen Fibroblasten 
zeigen, dass diese bei einer Frequenz von 0,1 Hz und einer Oberflächenvergrößerung von max. 
10% über 24 Stunden eine signifikant erhöhte Menge CTGF freisetzten. Gleichzeitig konnte 
auch eine erhöhte Sekretion von TGF-ß1 nachgewiesen werden (Peters et al. 2015), welcher, 
wie bereits in Kapitel 1.5.1 beschrieben, ein wichtiger Interaktionspartner für CTGF und dessen 
fibrosemodulierenden Eigenschaften ist und welcher ebenfalls in dieser Arbeit untersucht 
wurde (vgl. Kapitel 5.2.3.1). Auch in Fibroblasten des vorderen Kreuzbandes, welche 
zyklischer mechanischer Dehnung ausgesetzt wurden, konnte eine erhöhte Freisetzung von 
CTGF sowie eine darauffolgende erhöhte Produktion von Kollagen Typ 1 gemessen werden 
(Miyake et al. 2011). 
Einen interessanten Beitrag lieferten zudem Guo et al. 2011. Diese verglichen gingivale 
Fibroblasten, welche auch nach Verletzung nicht zur Narbenbildung neigen, mit dermalen 
Fibroblasten hinsichtlich ihrer Reaktion auf zyklische mechanische Dehnung. In den 
durchgeführten Experimenten wurden Expositionszeiträume bis 72 Stunden für die 
Fibroblasten gewählt. Eine signifikante Erhöhung von CTGF konnte lediglich nach 72 Stunden 
in gingivalen Fibroblasten gemessen werden, jedoch nicht nach 24 oder 48 Stunden 
Expositionsdauer. Guo et al schlussfolgerten daraus, dass die Sekretion von CTGF nach 
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zyklischer mechanischer Dehnung eine abhängige Reaktion in Bezug auf die Zeit der Dehnung 
ist (Guo et al. 2011). 
In einer anderen Studie von Peters et al. wurden dermale Fibroblasten für 24 Stunden einer 
15%igen zyklischen Oberflächenvergrößerung ausgesetzt und anschließend wurde CTGF, 
TGF-ß1 und alpha smooth muscle actine (αSMA) gemessen. Es konnte kein Unterschied der 
TGFß1 Reaktion gemessen werden, jedoch ein Abfall von CTGF sowie αSMA und ein 
ebenfalls starker Abfall der Endothelin-1 Expression (Peters et al. 2012). Dies ist insbesondere 
bemerkenswert aufgrund einer TGF-ß1 unabhängigen, Endothelin-abhängigen 
Herunterregulation von CTGF durch zyklischen mechanischen Stress auf Fibroblasten, welche 
durch fehlende Stimulation des ET‐1 response element durch Endothelin-1 in der 
Promotorregion des CCN2 Gen induziert wird, welches für CTGF codiert. Besonders ist 
hierbei, dass eine solche Verminderung von Endothelin-1 infolge mechanischer Dehnung bei 
Fibroblasten beobachtet werden kann, nicht jedoch bei Endothelzellen, welche sogar mit 
erhöhten intrazellulären Endothelin-1 Konzentrationen reagieren (Cheng et al. 2001). Auch in 
den vorliegenden Experimenten konnte eine verminderte Konzentration von CTGF nach 
unphysiologischer Dehnung gemessen werden. Da CTGF zudem nachgewiesenermaßen ein 
Zytokinprotagonist hinsichtlich der Entstehung einer Fibrose ist, ließe sich auf Grund einer 
fehlenden Sekretion seitens der Fibroblasten nach unphysiologischem Stimulus annehmen, dass 
andere Zellarten der Lunge nach Induktion von mechanischem Stress signifikante Mengen 
CTGF ausschütten und somit einen Wachstumsreiz auf Fibroblasten ausüben könnten. 
Insgesamt weisen die Ergebnisse zu CTGF wieder darauf hin, dass Fibroblasten als isolierte 
Zellkultur eher zurückhaltend auf mechanischen Stress reagieren und die CTGF-Freisetzung 





6.2.3.3 TIMP  
 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung auf die 
Freisetzung des Zytokins tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 1 (TIMP-1) untersucht. 
Die Regulation von Matrix Metalloproteinasen und ihre Inhibition ist ein wichtiger 
Mechanismus bei der Entstehung einer Lungenfibrose. Insbesondere ein Überschuss an diesen 
Inhibitoren hat profibrotische Auswirkungen, indem der Abbau extrazellulärer Matrix gehemmt 
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wird. In dieser Arbeit zeigte sich analog zum TGF-ß1 eine signifikante Erhöhung der TIMP-1 
Konzentration nach physiologischer mechanischer Dehnung im Vergleich zur statischen 
Kontrolle. Nach unphysiologischer mechanischer Dehnung konnte kein signifikanter 
Unterschied von TIMP-1 im Vergleich zur statischen Kontrolle gemessen werden. 
Vergleicht man nun die Ergebnisse dieser Arbeit mit denen bereits bestehender Studien, so lässt 
sich eine deutliche Tendenz zu einer erhöhten Konzentration von TIMP-1 nach Dehnung 
feststellen. Gardner et al. setzten Sehnenzellen aus dem Schwanz einer Ratte für 24 Stunden 
jeweils 1%, 3% und 6%iger Dehnung aus und bestimmten das Verhältnis von TIMP-1 und der 
von ihr inhibierten Matrix-Metalloproteinase-13 (MMP-13). Nach der Expositionsdauer 
zeigten sich für alle Dehnungsmuster eine erhöhte TIMP-1/MMP-13 Ratio und als Kontrolle in 
den Stress-frei kultivierten Zellkulturen eine negative TIMP-1/MMP-13 Ratio (Gardner et al. 
2008). 
Da es bisher keine Untersuchungen zur Expression von TIMP-1 in Fibroblasten der Lunge gibt, 
bietet sich ein Vergleich der Reaktion von Fibroblasten aus anderen Geweben an. So zeigten 
zum Beispiel Fibroblasten des Zahnhalteapparates sowie Fibroblasten der Haut nach Dehnung 
einen Anstieg der Konzentration von TIMP-1 (Rolin et al. 2014; Jacobs et al. 2017). Auch in 
anderen Zellarten zeigt sich selbiger Effekt. In Osteoblasten konnte eine Dehnungsmuster- 
abhängige Erhöhung von TIMP-1 gemessen werden, nachdem diese in 4 Stufen eine bis zu 
18%ige Dehnung erfuhren. Die gemessene Menge von TIMP-1 fiel dabei umso höher aus, je 
stärker die jeweils angesetzte Verformung war (Li et al. 2010). 
Dagegen konnte in einem Experiment von Karasawa et al. nach 24 stündiger Dehnung lediglich 
eine Erhöhung von TIMP-2 gemessen werden, wobei die TIMP-1 Konzentration ähnlich wie in 
dieser Arbeit nach unphysiologischer Dehnung keine signifikante Erhöhung zeigte (Karasawa 
et al. 2015). Trotzdem scheint über verschiedene Zellarten und Herkunftsorte die 
dehnungsabhängige Erhöhung dieses Inhibitors von Metalloproteinasen ein vergleichbares 
Prinzip zu sein. Wie bereits in Kapitel 1.5.5 erläutert, führt eine Erhöhung von TIMP-1 und ein 
daraus resultierendes Missverhältnis aus extrazellulärer Matrix abbauenden Enzymen und 
deren Inhibitor zu einem fehlenden Abbau von Kollagen und somit zu fibrosierenden Prozessen 
des Lungengewebes. 
Eine unphysiologische Dehnung über einen längeren Zeitraum - wie in dieser Arbeit untersucht 
– führt in Fibroblasten nicht zu einer signifikanten Änderung der TIMP-1-Ausschüttung im 
Vergleich zur statischen Kontrolle. Somit scheint anhand dieser Ergebnisse Zellstress bei 
isolierten   pulmonalen   Fibroblastenkulturen   auch   hinsichtlich   der   Beeinflussung   der 
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extrazellulären Matrix nicht profibrotisch zu wirken. Daher ist zu vermuten, dass andere 
Lungenzellen wie zum Beispiel alveolar Typ 2 Zellen die Fibrose fördernden TIMP-1 Zytokine 
als Antwort auf unphysiologische Dehnung sezernieren. So wurde dies an anderen Zellen der 
Lunge wie epithelialen Zellen (A549 Zellen) gezeigt, die unter biaxialer Ausdehnung 
signifikant höhere Konzentrationen an TIMP ausschütteten. (Patel und Kwon 2009). 
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6.3 Schlussbetrachtung und Ausblick 
 
Lungenfibrose ist auch in heutiger Zeit eine schwerwiegende Komplikation in der Therapie 
beatmeter Patienten. Trotz intensiver Forschung auf diesem Gebiet und fortschreitender 
Erkenntnis der Pathomechanismen ist es bisher nicht gelungen, gänzlich die Entstehung einer 
Lungenfibrose als Komplikation einer Beatmungstherapie zu vermeiden. Noch ist auf zellulärer 
Ebene nicht komplett klar, welche Vorgänge die Ausprägung dieses Krankheitsbildes exakt 
bedingen. Möchte man die molekularen Vorgänge, welche zur Entstehung einer Lungenfibrose 
führen, vollständig verstehen, muss man die einzelnen Zellentitäten der Lunge eingehend 
untersuchen. Zwar ist zum jetzigen Zeitpunkt die Rolle der Alveolarzellen gut erforscht, jedoch 
ist das Verständnis um die zelluläre Antwort von pulmonalen Fibroblasten auf 
unphysiologische Beatmungsmuster, wie sie zuweilen in der Therapie eines ARDS vonnöten 
sind, nach wie vor unzureichend. 
Diese Arbeit beschäftigt sich deshalb mit der Frage, welche Auswirkung unphysiologische 
mechanische Dehnung auf die Vitalität und Apoptoseinduktion sowie auf die Sekretion 
fibrosemodulierender Faktoren (CTGF, FGF, PAI-1, TIMP1, TGF-ß1) hat. Hierzu wurden 
pulmonale Fibroblasten der Ratte physiologischer und unphysiologischer mechanischer 
Dehnung für einen Zeitraum von 24 Stunden ausgesetzt. Anschließend wurde die 
Apoptoseinduktion mittels extrazellulärer LDH Messung sowie die Zellvitalität mittels FACS 
Messung durchgeführt. Im Überstand der gedehnten Zellen wurde direkt nach Abschluss der 
Dehnung die Konzentration der oben beschriebenen fibrosemodulierenden Faktoren mittels 
ELISA gemessen. Alle Werte wurden zugleich mit einer statischen Kontrolle verglichen. 
Es zeigte sich bei physiologischer Dehnung der Fibroblasten keine signifikante Änderung des 
Apoptoseverhaltens oder der Zellvitalität. Nach Applikation eines als unphysiologisch 
definierten Dehnungsmusters gelang jedoch der Nachweis einer leichten, signifikanten 
Reduktion der Zellvitalität sowie eine leichte Erhöhung der Apoptoserate. Dabei bewegte sich 
die relative Menge der apoptotischen und nekrotischen Zellen auf einem niedrigen einstelligen 
Prozentwert. Aus den gewonnenen Daten lässt sich folgern, dass pulmonale Fibroblasten unter 
24-stündiger Applikation unphysiologischer mechanischer Dehnung in Ihrer Vitalität 
signifikant beeinflusst werden. Hier lohnt sich jedoch der Vergleich mit Alveolar Typ 2 Zellen: 
In weiteren Versuchsreihen konnte bereits gezeigt werden, dass insbesondere Alveolar Typ 2 
Zellen mit einer deutlich gesteigerten Apoptose und Nekroserate auf unphysiologischen 
mechanischen Stress reagieren. Da in vivo diese beiden Zellreihen nebeneinander in der Lunge 
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existieren lässt sich anhand der Ergebnisse ein gewisser Überlebensvorteil der Fibroblasten 
gegenüber den Alveolarzellen vermuten. Ein so entstehendes Missverhältnis aus stark 
geschädigten AT2 Zellen und leicht affektierten Fibroblasten begünstigt eventuell die 
Entstehung einer Fibrose als Ausdruck einer Fibroblasten-Überpopulation. 
Auch die Messungen der Fibrose-modulierenden Faktoren fügten sich in dieses Bild ein. In den 
vorliegenden Experimenten zeigte sich nach unphysiologischer Dehnung eine leichte 
Reduktion von CTGF. Zudem zeigte sich nach physiologischer Dehnung eine signifikante 
Erhöhung von TGF-ß1 und TIMP-1, jedoch keine signifikante Änderung von TGF-ß1 sowie 
TIMP-1 nach unphysiologischer Dehnung im Vergleich zur statischen Kontrolle. 
Möglicherweise ist der signifikante Anstieg dieser Zytokine unter physiologischer Dehnung 
Zeichen eines physiologischen, bereits in Kapitel 1.1 bei fetalen Lungenfibroblasten 
beschriebenen Proliferationsstimulus. 
Unphysiologische Dehnung scheint jedoch eine hemmende Auswirkung auf die Sekretion 
fibrosemodulierender Zytokine in pulmonalen Fibroblasten zu haben, möglicherweise bedingt 
durch eine dehnungsbedingte Reduktion der Zellvitalität. Da Fibroblasten sowie alveolar Typ 
2 Zellen in vivo nebeneinander existieren, sollte folglich eine kombinierte Betrachtung der 
beiden Zelllinien in folgenden Studien erfolgen. Hierbei wäre es insbesondere von Interesse, 
wie die jeweiligen Kulturen auf die sezernierten Reize der jeweils anderen reagieren. Da die 
Expression von den in dieser Arbeit betrachteten Zytokinen in anderen Zelltypen als 
Fibroblasten deutlicher auszufallen scheint, könnte es Ziel weiterer Untersuchungen sein, die 
Reaktion von Fibroblasten in Gegenwart anderer Zelltypen der Lunge, wie zum Beispiel 
Alveolar Typ 2 Zellen, auf mechanische unphysiologische Dehnung zu untersuchen. Da in 
dieser Arbeit die Sezernierung der Zytokine im Überstand nach Dehnung gemessen wurden 
wäre folglich interessant, welche Reaktion Alveolar Typ 2 Zellen auf die im Überstand von 
unphysiologisch gedehnten Fibroblasten befindlichen Zytokine zeigen. Auch die zelluläre 
Antwort der untersuchten Fibroblasten auf die durch Alveolar Typ 2 Zellen nach 
unphysiologischem mechanischem Stress produzierten fibrosemodulierenden Faktoren könnte 
weitere Hinweise auf das Zusammenspiel dieser Zellreihen und die Genese einer Lungenfibrose 
geben, da diese, wie bereits mehrfach durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt, deutlicher durch 
Dehnung affektiert werden. Insgesamt könnte deshalb die Interaktion der beiden maßgeblichen 
Zellentitäten der Lunge weitere wichtige Hinweise geben, ob und wie die Ausbildung einer 
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Ein grundlegender Pfeiler der Therapie ateminsuffizienter Patienten ist die Sicherstellung einer 
adäquaten Oxygenierung. Dies bedeutet in den allermeisten Fällen die Implementierung einer 
maschinellen mechanischen Beatmung. Viele Studien konnten die bereits klinisch erfolgten 
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Beobachtungen bestätigen, dass eine solche, in den meisten Fällen lebensrettende Therapie, 
jedoch zu weiteren Schädigungen einer vorher gesunden Lunge sowie zur weiteren Aggravation 
bereits vorgeschädigter Lungen im Rahmen eines ARDS führen kann. In Folge dieser 
mechanisch induzierten/assoziierten Lungenschädigung (VILI/VALI) erfolgt die Transmission 
zur Lungenfibrose als eigene, bis heute nur schwer therapierbaren Krankheitsentität. 
Dabei stand bisher insbesondere die alveoläre Schädigung des Epithels mit konsekutiver 
Apoptose und Nekrose der parenchymalen Zellen im Zentrum der Forschung. Eine 
vergleichbare Erforschung der ebenfalls im großen Maßstab beteiligten Fibroblasten und deren 
Einflüsse erfolgte bis heute nicht. Zwar konnte durch die Einführung protektiver 
Beatmungsmuster mit reduzierten Tidalvolumina und positivem PEEP eine signifikante 
Mortalitätssenkung erreicht, die Ausprägung einer Lungenfibrose jedoch nicht adäquat 
verhindert werden. Deshalb erscheint es sinnvoll, sich intensiv den Fibroblasten als 
hauptsächlich beteiligte Zellart zu widmen und so deren Rolle in der Entstehung einer 
mechanisch induzierten Lungenfibrose zu erforschen, um so eventuell neue Therapieansätze 
zur Prävention dieser schweren Erkrankung zu entwickeln. 
In der vorliegenden Arbeit wurden in einem ersten Schritt pulmonale Rattenfibroblasten in 
einem in vitro Modell verschiedenen Arten zyklischer mechanischer Dehnung über einen 
Zeitraum von vierundzwanzig Stunden ausgesetzt. Ein Dehnungsmuster sollte hierbei die 
physiologische Atmung der Lunge und die daraus resultierende physiologische Dehnung der 
pulmonalen Fibroblasten simulieren. Ein zweites Dehnungsmuster sollte mechanischen Stress 
bei unphysiologisch hohen Tidalvolumina imitieren. Die so gedehnten Zellen wurden 
anschließend mit einer nicht gedehnten Kontrollgruppe an Fibroblasten verglichen. Im 
Anschluss an die jeweiligen Dehnungen wurde die Zellmembranintigrität sowie die Zellvitalität 
durch FACS Analyse gemessen und mittels ELISA die Höhe von verschiedenen 
fibrosemodulierenden Wachstumsfaktoren (CTGF, TGF-ß1, TIMP) quantitativ bestimmt. 
Somit sollen neue Einblicke in pathochemischen Vorgänge bei der Entstehung von Fibrose 
durch pathologische zyklische mechanische Dehnung von Fibroblasten gewonnen werden. 
In den Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass pulmonale Fibroblasten durch 
mechanische Dehnung eine leichte Schädigung erfuhren. Im Anschluss an physiologische 
Dehnungsmuster zeigte sich keine signifikante Erhöhung der Apoptose sowie Nekroserate. 
Nach Applikation einer unphysiologischen Dehnung zeigte sich ein signifikanter Abfall an 
vitalen Fibroblasten im einstelligen Prozentbereich. Zudem konnte eine signifikant geringere 
Konzentration des profibrotischen Faktors CTGF nach unphysiologischer Dehnung im 
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Vergleich zur statischen Kontrolle beobachtet werden. Ferner wurden sowohl die 
Konzentration von TGF-ß1 als auch von TIMP-1 durch physiologische mechanische Dehnung 
signifikant erhöht, jedoch durch unphysiologische mechanische Dehnung im Vergleich zur 
statischen Kontrolle nicht signifikant beeinflusst. 
Es konnte somit durch die Ergebnisse gezeigt werden, dass Fibroblasten durch physiologische 
Dehnung nicht in ihrer Vitalität geschädigt werden und dass eine physiologische Dehnung sogar 
zu einer TGF-ß1 und TIMP-1 Erhöhung führt. Unphysiologische Dehnung induziert stattdessen 
eine Reduktion der Vitalität sowie eine leichte Erhöhung der Mortalität der Fibroblasten. 
Zudem zeigen die unphysiologisch gedehnten Zellkulturen keinen signifikanten Unterschied in 
der Sekretion von TGF-ß1 und TIMP-1 und sogar eine verminderte Sekretion von CTGF im 
Vergleich zur statischen Kontrolle. Somit scheint unphysiologische Dehnung zu einer leichten 
Zellschädigung isolierter Fibroblastenkulturen zu führen. Es konnte so gezeigt werden, dass 
Fibroblasten nicht selbstständig eine Fibrose induzieren. 
Insbesondere im Vergleich zu unphysiologisch gedehnten Alveolar Typ 2 Zellen, welche in 
anderen Arbeiten einen massiven Verlust an Zellvitalität sowie erhöhte Zytokinausschüttung 
profibrotischer Faktoren zeigten, ergibt sich die Vermutung, dass Fibroblasten eine gewisse 
Resistenz gegenüber Dehnung aufweisen und dadurch einen Überlebensvorteil in mechanisch 
geschädigten Lungen haben. Dadurch kann es zu einem Missmatch von Fibroblasten und 
Alveolarepithelzellen kommen, in dessen Folge sich eine Fibrose entwickeln kann. 
Daher scheint es notwendig, in weiterführenden Arbeiten die Interaktion zwischen 
mesenchymalen und epithelialen Zellen zu untersuchen. Insbesondere die Wirkung von 
profibrotischer Faktoren, welche verstärkt von alveolar Typ 2 Zellen in Folge von 
mechanischem Stress sezerniert werden, auf Fibroblasten und deren Vitalität und Wachstum 
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ACE Angiotensin converting enzyme 
Akt/PKB Protein kinase B 
ALI Acute lung injury 
ARDS Acute respiratory distress Syndrome 
AT II Zellen Alveolar Typ 2 Zellen 
BAL Bronchoalveoläre Lavage 
Bcl B-cell lymphoma 
Ca²⁺ Kalzium ²⁺ 
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CCN Cysteine-rich  angiogenic protein 61, 
Connective tissue growth factor, 
Nephroblastoma overexpressed 




CTGF Connective tissue growth factor 
DLCO Kohlenmonoxid-Diffusionskapazität 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
ECM Extrazelluläre Matrix 
EGF Epidermal growth factor 
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
FACS Fluorescence-activated cell sorting 
FGF-2 Fibroblasic growth factor-2 
FiO₂ Inspiratorische O2-Fraktion 
FITC Fluorescein isothiocyanate 
FKS Fätales Kälberserum 
FSC Forward scatter 
HRP Horseradish peroxidase 
Hz Herz 
IIP Idiopathische interstitielle Pneumonie 
IL Inerleukin 
IPF Idiopathic Pulmonary Fibrosis 
IRDS Infant respiratory distress syndrom 
JAK Januskinase 
KC Keratinocyte chemoattractant 
LDH Laktat-Dehydrogenase 
LDL Low-density Lipoprotein 
LPS Lipopolysaccharide 
LRP LDL-receptor related proteins 
MAP Mitogen-activated protein 
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MCP Monocyte chemotactic protein 
MMP Matrix-Metalloproteinasen 
MMP Matrix-Metalloproteinase 
mRNA Messenger Ribonukleinsäure 
mTOR Mechanistic Target of Rapamycin 
NAD/NADH Nicotinamidadenindinukleotid 
NF-κB Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' 
of activated B-cells 
PA Plasminogen Aktivator 
PAI-1 Plasminogen activator inhibitor-1 
PaO₂ Partial pressure of oxygen 
PBS Phosphate buffered saline 
PDGF Platelet-derived growth factor 
PEEP Positive End-Expiratory Pressure 
PI Propidiumiodid 




RANTES Regulated and Normal T cell Expressed and 
Secreted 
RNA Ribonukleinsäure 
SEM Standard error of the mean 
SHT Schädel Hirn Trauma 
SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome 
SSC Side scatter 
STAT Signal Transducers and Activators of 
Transcription 
TGF-ß1 Transforming growth factor-ß1 
TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinases 
TLC Totale Lungenkapazität 





VALI Ventilator associated lung Injury 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
VILI Ventilator induced lung Injury 
VT Tidalvolumina 
αSMA Alpha smooth muscle actine 
87 
 
11 Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit 
 
Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstständig und ohne unzulässige 
Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Ich 
versichere, dass Dritte von mir weder unmittelbar noch mittelbar eine Vergütung oder 
geldwerte Leistungen für Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt 
der vorgelegten Dissertation stehen, und dass die vorgelegte Arbeit weder im Inland 
noch im Ausland in gleicher oder ähnlicher Form einer anderen Prüfungsbehörde zum 
Zweck einer Promotion oder eines anderen Prüfungsverfahrens vorgelegt wurde. Alles 
aus anderen Quellen und von anderen Personen übernommene Material, das in der 
Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird, wurde als solches 
kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt an der 
Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Die aktuellen gesetzlichen 
Vorgaben in Bezug auf die Zulassung der klinischen Studien, die Bestimmungen des 
Tierschutzgesetzes, die Bestimmungen des Gentechnikgesetzes und die allgemeinen 
Datenschutzbestimmungen wurden eingehalten. Ich versichere, dass ich die 
Regelungen der Satzung der Universität Leipzig zur Sicherung guter wissenschaftlicher 


















Zuallererst möchte ich mich bei Univ.-Prof. Dr. med. Hubert Wirtz für die freundliche 
Überlassung und Betreuung des Dissertationsthemas bedanken. 
 
 
Zudem richtet sich mein größter Dank an Dr. Hartmut Kuhn, welcher mich über die gesamte 
Zeit der Dissertation unterstützt und immer kritische Anregungen zu meiner Arbeit hatte. 
Ebenfalls möchte ich mich für die stets schnelle Hilfe bedanken, welche er mir im Falle von 
Fragen, insbesondere im Hinblick auf die Methodik, zukommen ließ. 
 
 
Weiterhin möchte ich mich ganz herzlich bei Claudia Hänel bedanken, welche mich in alle 
praktischen Tätigkeiten des Labors einwies und stets eine sehr angenehme Atmosphäre mit 




Darüber hinaus möchte ich mich bei meinen Mitdoktorand Christian Zobel bedanken, der 
insbesondere während der Praktischen Tätigkeit im Labor immer für Erheiterung und gute 
Gespräche, universitär sowie privat, sorgte. 
 
 
Ein ganz besonderer Dank geht an meine Frau Frederike, die mich in jeder Situation stets 
ermuntert, aufrichtet, und mir die nötige Motivation und Ruhe gab und gibt, diese Arbeit fertig 




Zudem einen herzlichen Dank an Thomas Austermann für das schnelle und konstruktive 
Korrekturlesen der Arbeit. 
 
 
